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Die Ausprägung des „Multidrug- Resistance- Phänotyp“ und die darauf beruhende 
Überexpression von Transportproteinen, welche die Zytostatika aus den Tumorzellen 
heraustransportieren und so deren intrazelluläre Wirkkonzentration verringern, ist ein 
wesentlicher prognostischer Faktor auf das Therapieansprechen und –ergebnis einer 
Chemotherapie bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie ( AML ). Hier wurde 
ein durch das MDR1- Gen kodierte und am besten charakterisierte Transportprotein, 
das P – Glykoprotein ( Pgp ) vom Typ 1 untersucht. In entzündlichen Geweben und  
verschiedenen Tumorarten kommt es vermehrt zu einer verstärkten Cycloxygenase-2 
(COX-2)-Expression. Ergebnisse dieser Arbeit deuten auch in AML- Blasten auf eine 
vermehrte COX- 2 Expression hin, und dass die COX-2 als Schlüsselenzym des 
Arachidonsäurestoffwechsels eine wichtige Rolle in der Doxorubicin vermittelten Pgp- 
Überexpression spielt. Die zytostatische Effizienz von Doxorubicin konnte durch den 
COX-2-präferentiellen Inhibitor Meloxikam gesteigert werden,indem sich die Pgp 
Expression der Tumorzellen verringerte. Die pharmakologische Hemmung der Pgp 
Funktion, mittels selektiver COX-2 Inhibitoren stellt ein völlig neues Prinzip der 
Resistenzintervention dar. Die bisherige Hemmung der MDR1- vermittelten 
Resistenz über die kompetetive, direkte Hemmung der Pgp Funktion ist aufgrund der 
notwendigen hohen Konzentrationen mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden. 
Immuntherapeutische Verfahren zur Überwindung einer MDR – abhängigen 
Resistenz sind zur Zeit noch Forschungsgegenstand. Die Therapie der AML könnte 
durch den Einsatz von COX-2 präferentiellen Inhibitoren, bei erhöhter Selektivität 
nebenwirkungsarm optimiert werden. 
Tag der mündlichen Prüfung: 30.08.2007 
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  1.  Einleitung 
Leukämien sind Erkrankungen des Knochenmarks. Gekennzeichnet durch eine 
ungehemmte klonale Proliferation hämatologischer Vorläuferzellen, die die 
normalen blutbildenden Zellen verdrängen und die unbehandelt zum Tode 
führen. Charakteristisch für die akute myeloische Leukämie (AML) ist die 
fehlende Ausreifung und Differenzierung der hämatopoetischen Stamm- bzw. 
myeloiden Vorläuferzellen zu funktionsfähigen Blutzellen 31,30. 
 
   1.1  Die AML im Kindesalter 
    1.1.1  Ätiologie der AML 
 
Nach wie vor ist die Entstehung der Leukämie beim Menschen nicht vollständig 
aufgeklärt. Eine genetische Disposition, exogene Faktoren, Virusgene und eine 
Immundysregulation kommen als auslösende Faktoren in Frage.  
Die AML ist auf eine Transformation von unreifen Vorläuferzellen im 
Knochenmark zurückzuführen. Die leukämischen Blasten zeigen Merkmale der 
nicht-lymphatischen Reihe. Zytochemisch und morphologisch sind die Blasten 
sehr heterogen. Es handelt sich daher bei der AML um ein Spektrum 
verschiedener Leukämien, die auf unterschiedlichen Ebenen der multipotenten 
oder bereits linienspezifischen hämatopoetischen Vorläuferzellen entstehen. 
Der maligne Klon leukämischer Blasten entsteht wahrscheinlich aus einer 
einzigen transformierten hämatopoetischen Vorläuferzelle 52.  
1.1.2  Vorkommen der AML im  Kindesalter 
Auf die AML entfallen 15 - 20 % aller Kinder, die an Leukämie erkranken. Die 
akute lymphoblastische Leukämie (ALL) ist mit etwa 80 % die häufigste Form 
bei Kindern. Sehr viel seltener treten chronisch myeloische, akute 
unklassifizierbare Leukämien auf.  Eine komplette Remission (CR) kann bei 80 
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% - 90 % der Kinder durch eine intensive Chemotherapie erreicht werden, die 
zu einem ereignisfreien Überleben (EFS) bei 50 % - 60 %  der Patienten führt. 
Nach einem Rezidiv überleben nur 20 % - 30 % der Kinder14. 
 
 
 
Tabelle 1:       3 -, 5 - ,10 – und 15 – Jahres – Überlebenswahrscheinlichkeiten und                                            
                       95 %- Konfidenzintervalle für ausgewählte Diagnosen in 5 – Jahres -                            
                       Abschnitten  Kaatsch et al. ( 2002 )          
 
 
 
   1.2  Prognostische Faktoren der AML 
 
Die prognostischen Faktoren der AML müssen unter zwei verschiedenen 
Aspekten gesehen werden. Initiale Faktoren, die für das Erreichen einer 
Remission von Bedeutung sind und Verlaufsparameter, die die 
Rezidivwahrscheinlichkeit beeinflussen71,15. 
 
Jahr der 
Diagnose 
 
 
  
Fallzahl 
 
 
 
Überlebenswahrscheinlichkeiten und 
95 % - Konfidenzintervalle 
3- Jahre        5-  Jahre       10- Jahre     15-  Jahre 
 
1981–  1985 
    1986 – 1990 
    1991 – 1995 
    1996 – 2000 
 
   292 
   315 
   433 
   469 
 
    42(36-48)%  38(32-43)% 36(30-41)%  35(29-41)% 
47(42-53)%  44(39-50)%  43(37-48)% 42(36-47)% 
52(47-56)%  50(45-55)% 49(44-54)%  48(43-53)% 
59(55-64)%  58(53-63)% 57(52-62)%  56(50-61)% 
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Eine gute Prognose haben die granulozytär differenzierten FAB – Subtypen M1 
und M2 mit Auerstäbchen, wie auch M3 und M4Eo. Mit Hilfe zytogenetischer 
Untersuchungen sind die korrespondierenden Karyotypen inv16, t(8;21) und 
t(15;17)  gefunden worden.  
Weitere initiale Faktoren sind Alter und  Hyperleukozytose. Wie Creutzig et al. 
zeigten, erhöht der initiale Risikofaktor Hyperleukozytose das Rezidivrisiko. 
Besonders beim FAB – Subtyp M5 wirkte sich die Hyperleukozytose auf das 
Frühtodesrisiko aus. Kinder mit Hyperleukozytose (> 100.000 / mm ³) und FAB - 
M5–Subtyp sind extrem durch Hirnblutungen gefährdet. Besteht ein 
ausgeprägter Befall extramedullärer Organe ist das Risiko eines Frühtodes 
noch grösser 11 12 . Patienten mit FAB-M3- Leukämien sind aufgrund der in den 
Granula der Blasten enthaltenen gerinnungsaktiven Substanzen von schweren 
Blutungskomplikationen bedroht. 
Als weiterer Parameter gilt das frühe Ansprechen auf die Therapie. Ein erhöhter 
Blastenanteil (>5%) am Tag 15 der Behandlung ist ein schlechter 
Prognosefaktor 13. 
Als eine wesentliche Ursache für das schlechte Ansprechen auf die 
zytostatische Therapie gilt die Ausprägung des Multidrug - Resistance - 
Phänotyps (MDR) 62. 
   
    1.3  Die AML – Berlin –Frankfurt – Münster Studie 
 
Seit Beginn der siebziger Jahre wird in der pädiatrischen Onkologie die 
klinische Forschung in kooperativen Therapiestudien durchgeführt 53. Aufgrund 
der Ergebnisse der AML – BFM  Studien konnten zwei Risikogruppen 
identifiziert werden, deren Definition auf der initialen Morphologie, genetischen 
Subtypen und dem Therapieansprechen beruht 10. 
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SR ( Standardrisiko ) HR ( Hochrisiko ) 
FAB M1 Auer positiv  
FAB M2 Auer positiv alle anderen 
FAB M3  
FAB M4 Eo  
 Zus. Blasten im Knochenmark am 
Tag 15 ≤ 5% ( ausser bei M3 )  
 Tabelle 2 : Risikodefinitionen 
 
 
 
Verbesserte vollständige Remissionsraten (CR) und Überlebensraten konnten 
durch die Kombination des Antipyrimidins Cytosinarabinosid (Cytarabin) mit 
interkalierenden Substanzen, den Anthracyclinen erreicht werden14. Die 
zusätzliche Gabe von Etoposid (VP-16) zur Standardtherapie verlängerte das 
Ereignisfreie Überleben (DSF) . Das  Anthrazenedionderivat  Mitoxantron           
(Mitox)  erlangte in den letzten Jahren einen Stellenwert in der Behandlung 
therapieresistenter Blasten. Durch Einführung von hochdosiertem Cytarabin     
zur Induktion und Konsolidierung konnte das Gesamtüberleben verbessert 
werden9. 
In der Studie AML-BFM 87 verbesserte die intensive 
Kombinationschemotherapie mit Cytarabin und VP-16 während der 
Postremissionsphase die Ergebnisse bei Standardrisikopatienten. Bei 
Hochrisikopatienten waren die Ergebnisse unbefriedigend, so dass mit der 
AML-BFM 93 Studie hochdosiertes Cytarabin und Mitox (HAM)  für 
Hochrisikopatienten als Intensivierung eingeführt wurde.  
Die Ergebnisse der AML-BFM 93 Studie für die 5- Jahres Überlebensrate waren 
mit 60 % +/- 3 % [SE] (SE entspricht dem statistischen Standardfehler) und 
DSF von 51 % +/- 2 % [SE] für die gesamte Patientengruppe signifikant besser 
als die Ergebnisse der AML-BFM 87 Studie und vergleichbar mit den 
Ergebnissen der erfolgreichen britischen Medical Research Council  (MRC)  
AML 10 Studie mit Kindern14. 
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Die Verbesserung ist  auf die Intensivierung als zweite Induktion  mit HAM für 
Hochrisikopatienten (zwei Drittel des Patientenkollektivs) zurückzuführen. Das 
MRC AML 10 Protokoll für Kinder, das zwei Hochdosis Intensivierungsblöcke 
enthält, einer mit Mitox und hochdosiertem Cytarabin, ergab signifikant bessere 
Ergebnisse als vorausgegangene Studien14.  
Die Children Cancer Group zeigte einen Vorteil von hochdosiertem Cytarabin 
und Asparaginase in siebentägigen Abständen im Vergleich zu 28 tägigen 
Intervallen14.  
In der AML-BFM 87 Studie erhielten alle Patienten Daunorubicin (DNR) als 
Induktionstherapie. In der Studie AML-BFM 93 wurde die Effektivität von 
Idarubicin und DNR als Induktionstherapie mittels randomisierter Einteilung 
verglichen, Standardrisikopatienten wurden eingeschlossen. 
In der Idarubicin Therapiegruppe zeigte sich eine signifikant bessere 
Blastenreduktion im Knochenmark am Tag 15, das Langzeitüberleben war 
allerdings in beiden Therapiearmen ähnlich und vergleichbar mit den 
Therapieergebnissen der Studie AML-BFM 8714. 
In der Studie AML-BFM 93 HAM wurde Standardrisikopatienten wegen der zu 
erwartenden höheren Anzahl von akuten Gegenreaktionen und möglicher 
Kardiotoxizität bei zusätzlcher Gabe kardiotoxischer Anthracycline nicht 
gegeben. Die Kumulationsdosis von Anthracyclinen, unter Berücksichtigung des 
Analogons Mitox beträgt 300 mg / m² für Standard- und 400 mg / m² für 
Hochrisikopatienten14.  
In einer zweiten Randomisation wurden Hochrisikopatienten einem frühen oder 
späten HAM Block zugeteilt. Die frühzeitige hochdosierte HAM Gabe sollte 
durch schnelle Blastenreduktion die Entwicklung von Resistenzmechnismen 
überwinden und zu Verringerung der Minimal Residual Disease Rate beitragen. 
Die Randomisierung von HAM als zweiten oder dritten Block nach Induktion 
zeigte keine unterschiedlichen Therapieergebnisse. Abhängig von der 
durchgeführten Induktion ergaben sich jedoch Unterschiede. 
Das Therapiekonzept der Studie AML – BFM 98 beruht auf Erfahrungen und 
Ergebnissen der drei vorhergegangenen Studien, AML 78, 83 und 87. 
Das Therapieschema gliederte sich in zwei Induktionsbehandlungen, eine 
sechswöchige Konsolidierung oder alternativ eine Blocktherapie, gefolgt von 
einer Dauertherapie über ein Jahr.  
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Allerdings bestätigte sich die Hoffnung auf eine Verbesserung in dieser Gruppe 
nicht, so dass mittlerweile (AML-BFM 2004) bei einer optimierten 
Risikostratifizierung für die SR-Gruppe kein HAM mehr vorgesehen ist. 
  
   
  
    1.4  Multidrug Resistance  bei AML 
    1.4.1  Das Permeabilitäts - Glykoprotein 
Das Permeabilitäts-Glycoprotein 170 (Pgp) mit seiner exkretorischen Funktion 
ist eine Komponente des Membrantransportsystems gesunder Zellen. Aus einer 
Erhöhung seiner Expression in neoplastisch transformierte Zellen resultiert ein 
erhöhter Zytostatikaefflux und eine Senkung der intrazellulären 
Zytostatikakonzentration89. Die Permeabilitäts-Glycoprotein-Produktion ist bei 
Überexpression des Multidrug-Resistenz-Gens-1 (MDR-1) - am häufigsten als 
Folge einer Amplifikation des Gens oder einer gesteigerten Transkription des 
MDR-1-Gens in Tumorzellen - die häufigste Ursache einer klassischen 
Zytostatikaresistenz. Einige Zytostatika (z.B. Anthracycline, Vincaalkaloide 
Epipodophyllinderivate) können nach Bindung an Glutathion (GSH) über eine 
energieabhängige Pgp-Effluxpumpe ausgeschleust werden 89.  
Eine geminderte oder fehlende Substanzakkumulation ist eine der häufigsten 
Charakteristika der resistenten Zellen. Eine Überexpression des Pgp in der 
Membran der resistenten Tumorzellen und erhöhte Pgp-Aktivität sind 
verantwortlich für ein vermindertes Eindringen der Zytostatika in die Zellen89.  
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   1.4.2  Inhibition von Pgp vermitteltem Transport und                  
              Überwindung einer Mehrfachresistenz 
 
TSURUO et al. wiesen 1981 nach, dass der Calciumkanalblocker Verapamil 
fähig ist, die Pgp – Funktion zu hemmen. Seitdem fand man viele weitere 
Verbindungen, die in der Lage sind, den Pgp-vermittelten Transport zu 
inhibieren und nennt sie auch  Chemosensitizer 93. 
 
Der Wirkmechanismus dieser Substanzen besteht zumeist in einer Konkurrenz 
um Bindungsstellen am Pgp mit den Zytostatika 72. Sie wirken somit als 
kompetitive Hemmstoffe. 
 
Ciclosporin A ist eine Substanz, mit der bereits in vivo gute Ergebnisse in der 
positiven Modulation von Mehrfachresistenzen vorliegen 55. 
Da die notwendige Hemmkonzentration von Chemosensitizern häufig schwere 
systemische Nebenwirkungen verursacht, ist ihr Einsatz beschränkt. So zeigte 
sich bei Verapamil in relevanter Konzentration eine starke Kardiotoxizität 69. 
 
Ziel ist es, Substanzen zu entwickeln, die die Pgp Funktion inhibieren und ein 
geringes Nebenwirkungsspektrum aufweisen. Eine neuere Verbindung dieser 
Art ist PSC-833. Dieses Ciclosporin–A Analogon besitzt eine wesentlich 
geringere immunsuppressive Wirkung als seine Muttersubstanz 48 . 
 
Da sich Pgp auch auf der luminalen Ebene von humanen Epithelzellen finden, 
z.B. in der Leber, Niere, Pankreas und Dünn- und Dickdarm, kann eine 
Inhibition dieser gewebsständigen Pgp zu einer Toxizitätserhöhung einer 
zytostatischen Therapie führen.  
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   1.5   Cyxlooxygenasen  
 
Es werden Cyclooxygenase-1 (COX-1) und Cyclooxygenase-2 (COX-2) 
Inhibitoren unterschieden. 
Die COX–1 wird konstitutionell und ubiquitär exprimiert. Sie ist an der 
Homöostase von physiologischen Funktionen im gesunden Gewebe beteiligt. 
Die COX-1 findet sich in der Niere, dem Magen, glatten Muskelzellen und 
Blutplättchen 65. Ein physiologischer Bedarf an Prostanoiden wird durch die 
basale Expression der COX-1 gewährleistet. Prostanoide sind durch direkten 
Einfluss auf die Gefässweite an der Blutflussregulation beteiligt, ebenso an der 
Nierendurchblutung, der Protektion der Magen–Darm–Schleimhaut und der 
Thrombozytenaggregation. Darüberhinaus spielen verschiedene Prostaglandine 
(PGs) eine Rolle bei der Immunmodulation. Man bezeichnet die COX-1 auch 
als „housekeeping enzyme“. 
 
Dagegen ist das Isoenzym COX –2 durch verschiedene Stimuli induzierbar        
(z.B. Zytokine) und die Expression bei entzündlichen Prozessen funktionell 
hochreguliert 80. 1991 konnte  erstmals die cDNA für die COX–2 isoliert werden. 
Im Gegensatz zur COX–1 enthält das COX–2 Gen 10 Exone über einen 
Bereich von 8 Kb. Der Genabschnitt der COX–2 ist wesentlich kürzer, als der 
der COX-1 65. Der Unterschied in der Genstruktur spiegelt sich in strukturellen 
und funktionellen Unterschieden zwischen den COX–1 und COX–2 Proteinen 
wider. Aktuelle Untersuchungen deuten jedoch auf eine ebenfalls konstitutive 
Expression der COX-2 hin. Demnach reagiert die COX-2 viel empfindlicher auf 
intrinsische und extrinsische Stimuli als ihr Isoenzym 96. In den Organen Niere, 
Leber, Herz, Milz und Darm 96  wurde ebenso eine physiologische COX-2 
Expression nachgewiesen wie in Uterus, Testis, Pankreas, Thymus, Prostata, 
Brustdrüsen und Magen 65. 
 
Vor der Entdeckung der COX – 2  war bekannt, dass die PG-synthese durch 
eine Vielzahl von Substanzen stimuliert wird, einschliesslich 
Wachstumsfaktoren und Karzinogene (z.B. Benzpyrene). Diese Effekte wurden 
als Ergebnis einer Aktivierung von Phospholipasen angesehen, die der COX ihr 
Substrat Arachidonsäure vermehrt zur Verfügung stellen. Die Tatsache, dass 
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zwei Isoenzyme existieren, die unabhängig voneinander reguliert werden, hat 
einiges an anfänglicher Verwirrung über die Kontrolle der 
Prostaglandinsynthese genommen. Es konnten Regulationsmechanismen der 
COX – 2 erarbeitet werden. 
 
Der Arachidonsäurestoffwechsel läuft über mehrere Hauptwege:  Den 
Lipoxygenase–Weg, die Bildung der Leukotriene A, B und C und den Fettsäure-
Cyclooxygenase Weg.  
Bei der Bildung von PG über den Fettsäure Cyclooxygenase Weg sind die  
COX -1 und 2 die beiden Schlüsselenzyme. Über die Zwischenprodukte PGG2 
und PGH2 werden die  
              
 
                  - Prostaglandine D2 , E2 und F2α  , 
                  - Prostazykline PGI2                                  und die 
                  - Thromboxane TXA3 
synthetisiert. 
Kommt es zur Gewebsschädigung oder zu Entzündungen wird die COX 
Expression durch Zytokine, z.B. Tumornekrosefaktor-α (TNF-α ), Interleukin (IL) 
–1 , reaktive Sauerstoffspezies, Mitogene und Wachstumsfaktoren induziert. 
Glucocorticoide und verschiedene antiinflammatorische Zytokine  IL-4, IL-10 
und IL-13 hemmen die COX Induktion 61,66 
 
Die Expression von COX – 2 ist in vielen verschiedenen Tumorgeweben erhöht.  
Viele Studien wurden zur Rolle der COX-2 beim rektalen Kolonkarzinom 
veröffentlicht  88. 
Gewebeproben humaner Zellen des rektalen Kolonkarzinoms zeigten zum 
überwiegenden Teil eine signifikante Induktion der COX–2 mRNA. Die COX–1 
mRNA blieb im Gegensatz dazu bei allen Gewebeproben unverändert. 
Molekulargenetische Studien bei Blutsverwandten von Patienten mit familiärer 
adenomatöser Polypose (FAP) führten zur Entdeckung des 
Tumorsuppressorgens APC. Mutationen in diesem Genabschnitt scheinen nicht 
nur für die FAP, sondern auch für spontane Tumoren im rektalen Kolon, 
Ösophagus oder Magen verantwortlich zu sein 87,88. 
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Knockout Mäuse, die eine dominante Mutation Min (multiple intestinale 
Neoplasie) im Bereich des APC Gens trugen, homolog zum humanen APC 
Gen, zeigten multiple Polypen im Intestinaltrakt87,88. Verabreichung des nicht 
selektiven COX Hemmers Sulindac über das Trinkwasser bewirkte eine 
deutliche Reduktion der Anzahl der Polypen. Die Gabe eines COX–2 selektiven 
Hemmstoffes bewirkte im Vergleich zu Sulindac eine noch effektivere Reduktion  
der intestinalen Polypen. Das legt nahe, dass die COX–2 eine Schlüsselrolle in 
der Formation der intestinalen Polypen spielt. Patienten mit sporadischen 
Polypen des Dickdarms, die mit Sulindac behandelt wurden zeigten z.T. eine 
Abnahme der Grösse oder ein Verschwinden der Polypen  87.  
   
 
 
    1.6  Inhibition der Cyclooxygenase 
 
Die Isoformen der COX lassen sich durch nichtsteroidale Antiphlogistika 
(NSAID) hemmen (z.B. Acetylsalicylsäure) und es resultiert eine Reduktion 
proinflammatorischer PGs. Acetylsalicylsäure (ASS)  wird zwar schon seit 
Jahrhunderten eingesetzt, um Entzündungen, Schmerzen und Fieber zu 
bekämpfen, doch ihr Wirkmechanismus war bis 1971 ein Rätsel. Damals 
entdeckte VANE, dass ASS die Synthese der Prostaglandine durch 
Inaktivierung der Prostaglandin – Synthase hemmt 94. ASS inhibiert irreversibel 
die Cyclooxygenaseaktivität dieses Enzyms, indem es eine spezifische 
Serinhydroxylgruppe acetyliert. Sie blockiert somit den ersten Schritt der 
Prostaglandinsynthese.  
 
NSAIDs hemmen zumeist sowohl die Aktivität der COX–1, als auch die der 
COX–2. Die Inhibition der COX–2 erklärt die Anwendung als 
entzündungshemmendes Medikament, die Hemmung der COX–1 hingegen ist 
verantwortlich für häufig unerwünschte Wirkungen,wie z.B. die Hemmung der 
Thrombozytenaggregation und die gastralen Schädigungen. Auf der Basis der 
relativen Hemmung der COX–1 im Vergleich zur COX–2, werden die NSAIDs in 
drei verschiedene Gruppen eingeteilt. ASS ist ein sehr potenter Hemmstoff der 
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COX–1 Aktivität, hemmt jedoch weniger die Aktivität der COX–2. Sie wird daher 
auch zur Hemmung der Thrombozytenaggregation eingesetzt.  
Die  Hemmkonzentration der halbmaximalen Hemmung der Enzymaktivität  
wird als IC 50 bezeichnet und mit Hilfe eines humanen Vollblutassay bestimmt. 
Das Verhältnis der  IC 50  Werte für beide  Isoenzyme ist für verschiedene 
Substanzen sehr unterschiedlich.  
 
 
 
 
Substanz    COX-1/COX-2-IC50 Ratio 
ASS                                                    0,00687 
Diclofenac                                          1,43 87 
Ibuprofen     0,50 
Flurbiprofen    1,00 
Indomethacin    1,90 
Meloxicam    11,16 
Nimesulid     17,70 
NS 398     168,00 
Tabelle 3: COX- Hemmstoffe 
 
 
   1.7  Zusammenhang zwischen erhöhter COX – 2 Expression und                              
             funktioneller   MDR-1  Überexpression    
 
Die Überexpression von Pgp vom MDR-1 Typ, spielt in der Entwicklung einer 
primären Chemotherapieresistenz bei der AML im Kindesalter eine zentrale 
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Rolle 104. Die Mechanismen einer endogenen Aktivierung des MDR-1 Gens sind 
dabei unklar.  
Ziemann et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen dem COX System und 
der Regulation der MDR1b-mRNA, als Homolog zur humanen MDR-1 Isoform 
102
. Bei primären Rattenhepatozyten, die eine zeitabhängige funktionelle MDR-
1b  Überexpression aufwiesen, bestand eine Assoziation zur Aktivität der COX–
2. PGE2 , PGF2α als tumorrelevante Produkte des Arachidonsäurestoffwechsels 
sowie Arachidonsäure als deren Ausgangssubstanz induzierten die MDR1b-
Expression. COX-2 selektive Hemmstoffe wie Meloxicam oder NS 398 
inhibierten die COX-2. Eine verminderte MDR1b-mRNA sowie MDR1b 
abhängige Transportaktivität waren die Folge102. 
Die ermittelten Daten führen zu der Schlussfolgerung, dass die Freisetzung von 
Prostaglandinen durch eine Aktivierung des COX–2 Systems an einer 
endogenen MDR1b Gen Regulation teilhat. Eine Hemmung der COX–2 könnte 
eine neue Strategie darstellen, um eine primäre MDR1 abhängige 
Chemotherapieresistenz zu unterbinden. 
 
 
    1.8   Pharmakologische Pgp-Modulation    
Aufgrund des grossen prognostischen Einflusses von Pgp vermittelten          
Resistenzmechanismen in der zytotoxischen Behandlung der AML  könnte die 
Hemmung  dieser Resistenzmechanismen die Therapieergebnisse 
wahrscheinlich in höherem Maße als bei anderen Malignomen verbessern37. 
Die GOELAM Studiengruppe untersuchte den Einfluss von Quinin bei AML 
Neuerkrankten unter 60 Jahren 81. Die zusätzliche Gabe von Quinin verbesserte 
signifikant die Remissionsrate (48% gegen 83% p=.01) bei Patienten mit MDR1 
Phänotyp. Ein längeres ereignisfreies Intervall und eine 4 Jahres Überlebensrate 
von (32 % gegen 47%) wurden erreicht. Der selektive Einfluss von Quinin bei 
Patienten mit positiver Pgp Expression könnte für einen alleinigen Einfluss des 
MDR1 Transporters sprechen. 
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Die von Quinin abgeleiteten Substanzen, die zunächst in der Behandlung von 
Malariaattacken Anwendung fanden, werden in der Behandlung verschiedener 
dermatologischer Erkrankungen, wie z.B. Lupus oder Porphyria cutanea tarda 
eingesetzt 27. Der klinische Einsatz ist durch gastrointestinale Nebenwirkungen 
und die Entwicklung einer Retinopathie begrenzt. Zum klinischen Einsatz fehlen 
bisher Langzeitstudienergebnisse 27.  
In der SWOG Studie bekamen AML Patienten Ciclosporin in einer Dosis, die 
ausreichte um Pgp effektiv zu hemmen (16mg/kg/Tag) 54. Die zusätzliche 
Applikation von Ciclosporin bei Patienten mit AML und MDR1 Phänotyp konnte 
signifikant die Resistenz gegenüber hochdosiertem Ara-C und DNR Gabe senken     
(47% vs. 31% P=0.0077). Die Notwendigkeit einer zweiten Induktionsbehandlung 
konnte ebenfalls deutlich gesenkt werden (4% vs. 20%), allerdings wurde die 
Rate für das Erreichen einer kompletten Remission nur geringfügig gebessert       
(45% vs. 36%, P=0,065). Ereignisfreies Überleben konnte signifikant verbessert 
werden, Ciclosporingabe bei Pgp positiven Leukämiepatienten verdreifachte die 
mediane Überlebenszeit. 
PSC833, ein Ciclosporin D Analogon mit 10-fach höherer Potenz zur Pgp 
Blockade, geringer Nephrotoxizität und im Vergleich zur Muttersubstanz 
fehlenden immunsuppressiven Eigenschaften, besitzt als Substanz der MDR1 
Inhibitoren der zweiten Generation auch eine höhere Affinität zu Pgp. Die 
HOVON Studiengruppe untersuchte 428 AML Patienten in einer klinischen Phase 
III Studie, die zur Induktion mit Ara-C und DNR behandelt wurden83. Ein positiver 
Einfluss auf das ereignisfreie Intervall nach Induktionsbehandlung konnte 
allerdings nicht beobachtet werden. Andere Studien zeigten ähnlich 
enttäuschende Ergebnisse, sodass für die guten Studienergebnisse mit MDR1 
Inhibitoren der ersten Generation, z.B. CsA, die kontinuierliche 
Zytostatikaapplikation oder der Einfluss von CsA auf andere Transportproteine 
der ABC Superfamilie verantwortlich sein könnte.  
Kompetitive Pgp-Antagonisten bilden die dritte Generation MDR1 Modulatoren. 
Substanzen mit hoher Pgp Affinität , z.B. Zosuquidar (LY335979) haben den 
Vorteil  einer dauerhaften Pgp Inhibition90. Andere Transporter der ABC 
Superfamilie bleiben  unbeeinflusst. Nach Durchführung einer vielver-
sprechenden Phase II Studie untersucht die ECOG Studiengruppe in einer 
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doppelblinden Phase III Studie ältere AML oder MDS Patienten mit DNR 
Induktions- oder Konsolidierungstherapie91. 
Farnesyl Transferase Inhibitoren, gelten als MDR1 Inhibitoren der vierten 
Generation. In vitro Untersuchungen als Rhodamine123 Efflux Assays zeigten 
einen Zytostatikaexport, vergleichbar mit CsA für den Inhibitor SCH6636 42. 
Farnesyl Transferase Inhibitoren behindern die ATP Utilisation maligner Zellen 
vermittelt durch Pgp durch direkte Bindung an der Substratbindungsstelle. Die 
Selektivität und die Möglichkeit der Interaktion weiterer ATP vermittelter Prozesse 
der Zytostatatikaresistenz sind Eigenschaften dieser Substanzgruppe. 
Die neu entwickelten Ciclosporinanaloga der zweiten bis vierten Generation 
zeichnen sich durch eine weniger immunsuppressive Wirkung und haben den 
Vorteil verminderter systemischer Nebenwirkungen. 
Allerdings wird durch die Modulation von physiologischen Pgp in gesunden 
Geweben, die für den Metabolismus und die Ausscheidung von Zytostatika 
verantwortlich sind, ein unerwünschter Effekt erzielt. In Nieren und Leber steigt 
durch die Hemmung physiologischer Pgp die Toxizität der Zytostatika an. 
Durch Behandlung mit Inhibitoren des Enzyms COX-2, dass die MDR1- 
Expression beeinflusst, kann in vitro eine bessere Therapieeffektivität einer 
zytostatischen Therapie erreicht werden. Die COX-2 wird selektiv vermehrt in 
malignen und entzündetem Gewebe gebildet und ist mit der Ausprägung 
„Multidrug Resistance“ assoziiert. Prostaglandine scheinen als Mittler der 
Signaltransduktion zu fungieren. Die selektive Hemmung der beteiligten 
Transportmechanismen auf Ebene ihrer Synthese durch Hemmstoffe der COX-2 
ermöglicht eine nur auf die Tumorzelle beschränkte Wirkung, was ein völlig neues 
Prinzip der Resistenzintervention durch COX-2-Inhibitoren darstellt. 
Nebenwirkungen, die bisherige oben beschriebene kompetitive Pgp-Inhibitoren 
durch unspezifische Effekte haben, könnten so vermieden  und die Therapie der 
AML optimiert werden. 
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    1.9  Zielsetzung der Arbeit 
In dieser Arbeit soll gezeigt werden, ob die selektive COX2 Inhibition die 
Expression und Funktion von MDR-1 bei der AML im Kindesalter modulieren 
kann, um so MDR-1 vermittelte Resistenz zu überwinden.  
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   2.1        Material 
    2.1.1  Chemikalien und Biochemikalien 
Alle im Folgenden nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden von den 
Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Boehringer (Mannheim), 
Serva (Heidelberg) oder Pasel & Lorei (Frankfurt) mit dem Reinheitsgrad p.a., 
reinst oder ultrarein bezogen. 
    2.1.2  Zellkulturreagentien und Reagentien zur Gefrierpräparation 
RPMI 1640 Kulturmedium stammte von der Firma Life Technologies/Invitrogen 
GmbH (Karlsruhe), IMDM Kulturmedium von der Firma Bio Whittaker Europe. 
Fetales Kälberserum (FCS) wurde von der Firma Gibco/Invitrogen (Karlsruhe) 
bezogen. Für die Beschichtung von Kulturflaschen zur Kultivierung von 
adhärent wachsenden Zelllinien (IMR5, SHEP) wurde Rattenschwanzcollagen 
von der Firma Cell Concepts (Umkirch) und Eisessig von der Firma Baker 
Chemicals (Deventer, Niederlande) verwendet. 
Das Dimethylsulfoxid (DMSO) „research grade“, welches für die Herstellung der 
Gefrierlösung verwendet wurde, stammte von der Firma Serva (Heidelberg). 
    2.1.3  Chemikalien für die RNA - Analytik 
Für die RNA - Analytik wurden Guanidiniumthiocyanat (97%) von Fluka, 
wassergesättigtes Phenol (pH 4,5-5,0) von Roth (Karlsruhe), Agarose von 
Genaxis Biotechnology (Spechbach) und DNA aus Heringssperma der Firma 
Boehringer (Mannheim) eingesetzt. Es wurden ausschließlich DNase- und 
RNase-freie Chemikalien verwendet. 
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    2.1.4  Oligonukleotidsonden 
HumMDR1 - Oligonukleotid: Zum Nachweis humaner MDR1 - mRNA wurde 
ein von der Firma Sigma (Deisenhofen) synthetisiertes 25-mer Oligonukleotid 
mit der Sequenz 5`- CCA CGG ACA CTC CTA CGA GTT GAT C –3` 
eingesetzt. Der GC-Gehalt der Sonde betrug 56.0%. 
COX-2 human – Oligonukleotid: Zum Nachweis humaner COX-2 – mRNA 
wurde ein ebenfalls von der Firma Sigma synthetisiertes 25-mer Oligonukleotid 
mit der Sequenz 5`- CAG ATT GTG GCA TAC ATC ATC AGA C –3` verwendet. 
Der GC-Gehalt der Sonde betrug 44.0%. 
    2.1.5  Radioaktive Markierung der Sonden 
[γ-32P]-markiertes ATP (spezifische Aktivität: 222 TBq/mmol) wurde von 
Dupont/NEN Bad Homburg bezogen. 
    2.1.6  Antikörper 
Die für die flowzytometrische (FACS) Analyse verwendeten Antikörper waren 
von der Firma Immunotech, Coulter Company Inc. (USA). Syto-16 wurde von 
Molecular Probes Inc. (Leiden, Niederlande) bezogen. 
    2.1.7  Pgp-Modulator 
Das zur Modulation der Pgp - Funktion verwendete ± Verapamilhydrochlorid 
stammte von der Firma Sigma (Deisenhofen). 
    2.1.8  Substrat für die Efflux-Studien 
Zur Darstellung der Pgp-Funktion wurde der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin123 
(Rho 123) von der Firma Sigma (Deisenhofen) eingesetzt. 
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    2.1.9  Chemikalien für den MTT-Test 
MTT (3-([4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dimethyltetrazoliumbromid)) wurde von 
der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen. PBS2- Puffer (2-: ohne Ca2+ und 
Mg2+) pH 7,4 stammte von der Firma Life Technologies GmbH (Karlsruhe) wie 
auch RPMI 1640 – Medium. 
Für die Herstellung des Lysis-Puffers wurden Dimethylformamid (DMF) und 
Natriumdodecylsulfat (SDS) von der Firma Sigma (Deisenhofen) und Aqua ad 
injectionem (Apotheke der Universitätsklinik Münster) verwendet. 
    2.1.10  Zytostatika 
Doxorubicin (Adriblastin®) stammte von der Firma Pharmacia&Upjohn. 
    2.1.11  Cyclooxygenase-Inhibitoren 
Meloxicam wurde freundlicherweise von der Firma Boehringer (Mannheim) zur 
Verfügung gestellt. 
 
   2.1.12  Einmallaborbedarf und Geräte 
   Zellkultur_______________________________________________________ 
 Autoklav:  Vertikal-Autoklav: FV  Technomara (Fernwald) 
 Brutschrank: Steri-Cult 3033   FormaScientific 
        (Marietta, USA) 
 Einwegartikel: Kulturflaschen: 50 ml, 250 ml Greiner Bio-One GmbH 
      (Nürtingen) 
Röhre 15 ml, steril 
 Röhre 50 ml, steril 114x28 mm Sahrstedt (Nürnbrecht) 
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Pipetten serolog.:    
1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml 
 Kryoröhrchen: 1,8 ml  Nunc  
     (Kamstrup, Dänemark) 
 Mikroskope: Invertoskop: ID 02   Zeiss (Oberkochen) 
 Pipetten: Multipette    Eppendorf (Hamburg) 
 Pipette: 
   Pasteurpipetten Glas 145 mm Brand  (Wertheim) 
 Sterilbank: Biogard Hood B40-112  BakerInc. 
     (Sanford, Maine, USA) 
 Sterilfiltration: Filter: 0,22 µm   MembraPure (Bodenheim) 
 Spritze: 5 ml, 10 ml   Dispomed (Gelnhausen) 
 Zählkammer: Neubauer    Assistent (Sondheim) 
 Zentrifuge: Biofuge 15R Kühlzentrifuge Heraeus 
     (Hannover) 
RNA-Analytik:___________________________________________________ 
Elektrophorese: horizonztale Gelkammer: H5 Gibco/BRL (Eggenstein) 
   Stromversorgungsgerät:           Desaga(Heidelberg)  
                               Desatronic2000/3000                                                                                     
    
Filmmaterial:  Hyperfilm-MP   Amersham(Braunschweig) 
         
   Polaroid 667    Sigma (Deisenhofen) 
Filterpapier:  2668/8 und 2043b MGL  Schleicher&Schüll 
        (Dassel) 
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Hybridisierung: Hybridisierungsofen: Hybaid Biometra (Göttingen) 
   Hybridisierungsröhrchen:  
   15x3,5 cm 
   Monitor LB 1210 D   Berthold (Wildbad) 
Membran:  Nylon-Membran:   Amersham  
   Hybond-N, 0,45 µm   (Braunschweig) 
[32P]-Nachweis: Bio-Imaging-Analyzer:  Raytest  (Straubenhardt) 
                                                                                     
   BAS 1500     
   Imaging plates:      
   2040 (32P-sensitiv) 
   Fujix Kassette 
   Auswertungssoftware: 
   BAS-Reader 2.9; TINA 2.0 
Photometer:  Spektralphotometer: 1101 M Eppendorf (Hamburg) 
Röhrchen:  Polypropylen mit    Sahrstedt(Nürnbrecht) 
   Schraubdeckel: 13 ml (steril) 
Säulen:  MicroSpin G-25 Säulen  Pharmacia (Freiburg) 
Schüttler:  REAX 3    Heidolph (Kehlheim) 
UV-Tisch:  Modell 302 NM-906: 302 nm Intas (Göttingen) 
Zentrifugen:  J2-21M/E Kühlzentrifuge  Beckman(München) 
         
 Biofuge 15R Kühlzentrifuge Heraeus+Sepatech (Hannover) 
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FACS-Analyse:__________________________________________________ 
Messröhrchen: 12x75 mm, 5 ml, Polystyrene Falcon, BD (USA) 
Flowzytometer: FACS Calibur   Becton Dickinson (USA) 
 
 
MTT-Assay:_____________________________________________________ 
                            Einwegartikel:  
                                 Zellkulturplatten:    
        96Vertiefungen                  Falcon(USA)    
   Combitips Plus:  
        2,5 ml, 5 ml                                                    Eppendorf (Hamburg) 
       ELISA-Reader :  Multiscan Ascent/35400588    ThermoLabsystems  (Frankfurt) 
       Magnetrührer  : Ikamag®                                                    Janke&Kunkel,IKA-Werk (Staufen)
      
    2.1.13  Zelllinien                                   
 
Es wurden eine humane Zelllinie einer akuten promyelotischen Leukämie    
(HL- 60) und eine humane Neuroblastomzelllinie (SHEP) verwendet. Die 
Zelllinien wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen MDR1-Expression 
ausgewählt. Nachfolgend soll kurz auf die verwendeten Zelllinien eingegangen 
werden. 
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    2.1.13.1 HL-60 
 
HL-60 ist eine Zelllinie bestehend aus Promyelozyten, die von S.J. Collins, et al. 
etabliert wurde17. Periphere Leukozyten wurden aus dem Blut einer 36 Jahre 
alten kaukasischen Frau, mit akuter promyelozytischer Leukämie, mittels 
Leukapherese gewonnen 17.  
Die Populationsverdopplungszeit liegt bei 25 Stunden. Als Gefriermedium für 
HL-60 Zellen wurde 95% Kulturmedium und 5% DMSO verwendet. HL-60 
Zellen zeigen basal eine geringe, aber induzierbare MDR1-Expression. Die 
Zellen wachsen in Suspension. 
 
    2.1.13.2 SHEP           
 
SHEP ist eine adhärent wachsende humane Neuroblastomzelllinie. SHEP 
Zellen zeigen eine deutliche MDR1 Expression und wurden als 
Vergleichssystem genutzt. 
 
 
    2.1.14  Patientenmaterial 
 
Es wurden primäre Leukozyten eines gesunden Spenders, gewonnen aus 
heparinisiertem Vollblut, verwendet.  
Das Patientenmaterial stammte von Teilnehmern der AML-Studie und bestand 
in zum Zeitpunkt der Diagnose bzw. zum Zeitpunkt eines Rezidivs frisch 
entnommenem peripheren Blut bzw. Knochenmark. Aus eingesandtem, 
heparinisiertem und peripheren EDTA-Blut wurden die Lymphozyten und 
Monozyten isoliert. Einverständniserklärungen der Patienten lagen vor. Die 
Proben wurden, falls nicht im frischen Zustand verwendet, in flüssigem 
Stickstoff gelagert. 
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    2.2  Methoden 
    2.2.1  Zellkultur 
 
Die HL-60 Zellen wurden  in 50 cm3 Flaschen kultiviert. Die SHEP 
Zellkulturen wurden in 25 cm3 mit Kollagen beschichteten Flaschen 
kultiviert. Die Zellen wuchsen adhärent am Flaschenboden. 
Die Inkubation erfolgte im CO2 - Brutbegasungsschrank bei 5 %-iger CO2- 
Athmosphäre und 37° C. Für die Zellkultur wurde RPM I 1640-Medium 
versetzt mit 10%-igen  fetalen Kälberserum verwendet. Nach 72 Stunden 
wurde ein Mediumwechsel vorgenommen. 
Wenn die SHEP- Zellen konfluent am Flaschenboden gewachsen waren, 
wurden die Zellen passagiert: Das Medium wurde abgesaugt, 1ml Trypsin-
EDTA Lösung wurde zugegeben und 5 Minuten inkubiert. Durch 
Beklopfen der Flaschenränder konnten die Zellen gelöst werden. Sie 
wurden nun mit 2ml steriler PBS-Pufferlösung gewaschen. Nach 
Mediumzugabe und mehrmaligen Homogenisieren wurde die 
Zellsuspension auf 2-3 Kulturflaschen verteilt. 
Bei den nicht adhärent wachsenden HL-60 Zellen konnte die 
Zellsuspension im gewünschten  Teilungsverhältnis direkt in neue 
Kulturflaschen überführt werden. 
 
    2.2.2   Reagenzien 
    2.2.2.1   Zytostatika 
ADR und Cytarabin wurde als fertige Lösung verwendet. Die 
Verdünnungsreihe der Zytostatika wurde unmittelbar vor Zugabe auf die 
Kulturplatten hergestellt. Es wurden jeweils zwei verschiedene 
Konzentrationen hergestellt, die Stammlösung wurde vor der Verdünnung 
mit RPMI Medium steril filtriert. 
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Abb. 1: Doxorubicin (Adriblastin®)  
 
    2.2.2.2  Cyclooxygenase Inhibitor 
Meloxicam wurde in wasserfreiem DMSO gelöst, steril filtriert und auf 40 
µg/l verdünnt. Jeweils 1 ml wurde in ein Cryotube überführt und bei  -20°C 
gelagert. Die Verdünnungsreihe von Meloxicam wurde unmittelbar vor 
Zugabe auf die Kulturplatten hergstellt. 
 
 
 
    2.2.3  Versuchsablauf des MTT -Tests 
 
Der MTT-Test ist ein  Testverfahren, das die Reduktion eines Tetrazolium-
bestandteiles (MTT) in ein unlösliches Formazan durch mitochondriale 
Dehydrogenasen von entwicklungsfähigen Zellen detektiert. Nach Zugabe 
des MTT-Reagenz im Überschuss, wurde 3 Stunden inkubiert. Die HL-60 
Zellen, die primären Leukozyten und die Patientenblasten aus dem 
peripheren Blut wurden fünf Minuten lang bei 1150g zentrifugiert. 
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Anschliessend wurde mit der Vakuumpumpe abgesaugt und Lysispuffer 
zugegeben. Die farbigen Formazan Kristalle wurden durch den Lysispuffer 
gelöst. Danach wurden die Kulturplatten bei Raumtemperatur auf dem 
Schüttler inkubiert bis alle Kristalle in Lösung waren. Die Proben wurden 
im ELISA- Reader Multiscan Ascent, Thermo Labsystems (Frankfurt),  bei 
der Testwellenlänge 570 nm und der Referenzwellenlänge von 650 nm 
optisch vermessen. Die Stärke des Farbumschlages, der durch die 
Lösung der Kristalle hervorgerufen wurde, war zu der Zahl der 
entwicklungsfähigen Zellen proportional.  
Im Gegensatz zum Trypan Blau-Test ist der MTT-Test eine Methode, die 
präzisere Aussagen zulässt, weil ein lineares Verhältnis zwischen 
Stoffwechseaktivität der Zellen und Absorption besteht. Es können so 
Aussagen zur in vitro Zytotoxizität gemacht werden. 
 
    2.2.3.1  Ernten der Zellen und Bereiten der Zellsuspension 
Nach Sicherstellung der Vitalität der Zellen unter dem Mikroskop, wurde 
die HL-60 Zellsuspension für 5min bei 720g zentrifugiert und 
anschliessend in 5ml Medium suspendiert. Nach mehrmaligem 
Resuspendieren wurden 10µl der Zellsuspension zur Zellzählung 
entnommen. Je nach Zelldichte wurde 1:2 , 1:10 oder 1:20 mit Trypan 
Blau verdünnt. 
Die SHEP Zellen mussten erst vom Flaschenboden gelöst werden, indem 
das Medium abgesaugt und mit 1ml Trypsin für einige Minuten inkubiert 
wurde. Nach Beklopfen der Flaschenränder lösten sich die Zellen von 
selbst ab. 
Die Zellzahl wurde in der Neubauer Zählkammer unter 20-facher 
Vergrösserung unter dem Mikroskop bestimmt. Ein Grossquadrat mit 1mm 
Seitenlänge und 1mm² Fläche wurde als Grundeinheit verwendet. Nach 
dem Auszählen von 4 Grossquadraten wurde die Gesamtzellzahl nach der 
Formel N = Zellzahl x 5ml x 10000 x Verdünnungsfaktor berechnet. Nach 
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Berechnung der Zellzahl in 5ml wurde die benötigte Zellzahl in der 
errechneten Menge Medium resuspendiert. 
 
 
    2.2.3.2  Zugabe des COX-2 Hemmstoffes Meloxicam  
Meloxicam wurde in  vier  verschiedenen     Konzentrationen     ( 0,4µg/ml,  
4µg/ml, 20µg/ml und 40 µg/ml ) aus der aufgetauten Stammlösung für 
jeden MTT-Test  frisch verdünnt. Es wurde in jeweils 50µl Medium 
zugegeben, so dass später bei einem Gesamtvolumen von 
200µl/Vertiefung  die    gewünschten   Konzentrationen   erreicht   wurden. 
Meloxicam:    0 µM,    0.01 µM,    0.1 µM,    0.5 µM    und    1 µM. 
Der  COX-2 Hemmstoff wurde unmittelbar nach der   Zellaussaat zugege- 
ben. Anschließend wurden die Kulturplatten für 24 h im CO2- Brutschrank 
inkubiert. 
 
 
Abb. 2: Meloxicam 
 
    2.2.3.3  Zugabe der Zytostatika 
 
Nach 24 Stunden wurde das Zytostatikum zugegeben. Es wurden 
folgende ADR bzw Cytarabin Konzentrationen eingesetzt : 
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ADR: 0 µg/ml, 0.1 µg/ml, 0.15 µg/ml 
Cytarabin: 0,000025 µg/ml, 0,00025 µg/ml 
Nach Zugabe der Zytostatika wurde vor der ersten Messung weitere 24 h 
inkubiert. Gemessen wurde nach 48h, 72h und 96h. 
    2.2.3.4 Isolation von Monozyten und Lymphozyten aus Spender-       
                und Patientenmaterial 
 
Das Material bestand aus heparinisiertem Vollblut eines gesunden 
Spenders und peripheren Zellen sowie Knochenmarksaspirat eines 
ausgesuchten Studienpatienten. Es wurde unter sterilen Bedingungen 
unter Zurhilfenahme von sterilem Einmalbesteck gewonnen. Es wurde mit 
IMDM Medium 1:3 (+10% FCS) verdünnt bis ein Volumen erreicht war, 
dass durch vier zu teilen war. 3ml Ficoll- Plaque wurden in einem sterilen 
15ml Tube steril vorgelegt und 4ml Blut- IMDM- Gemisch langsam darüber 
geschichtet. 
Im Anschluss wurde bei 20°C und 720g für 20 Minuten  ohne Bremse 
zentrifugiert. Die Lymphozyten und Monozyten reicherten sich in der 
Interphase zwischen organischer und wässriger Phase an. Mit einer 
sterilen Pasteurpipette wurden diese isoliert und mit IMDM (+10% FCS) 
auf 10ml aufgefüllt. Schliesslich wurde ein weiteres Mal bei 20°C und 720 
g mit Bremse zentrifugiert und das Medium abgesaugt. Der Grösse des 
Pellets entsprechend wurden 2-5 ml IMDM (+10% FCS) dazu pipettiert 
und resuspendiert. In einer Neubauer Zählkammer wurde die Zellzahl 
bestimmt. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 20°C und 400g  für 5 
Minuten wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet in 5 ml RPMI (+ 
10% FCS) aufgenommen. Die für die Versuche erforderliche Menge 
konnte jetzt direkt entnommen werden. Das verwendete Patientenmaterial 
wurde vor jedem MTT – Assay und Rh123 Test aufgetaut. 
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2.2.4  Northern Blot  
2.2.4.1  Isolation von RNA 
Die Isolation der gesamtzellulären RNA wurde durch 
Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion nach einer 
Modifikation der Methode von CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987) 
vorgenommen 8. Die Northern Blots wurden in Zusammenarbeit mit Frau 
Dr. rer. nat. Christina Ziemann durchgeführt. 
Die vorliegende Zellprobe wurde leicht angetaut, mit 4 ml GTC-Lösung 
versetzt und gut geschüttelt. Nach 10 Minuten lysieren auf Eis wurde das 
Zelllysat in sterile 13 ml Polypropylen-Zentrifugenröhrchen überführt. 
Anschliessend wurde die pH-Wert-Einstellung mit Zugabe von 0,4 ml 
Natriumacetatlösung (2 M; pH 4,0), 4 ml Phenol (wassergesättigt, pH 4,3) 
vorgenommen und danach mit 0,8 ml Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) 
versetzt. Nachdem der Ansatz gut geschüttelt wurde, wurde 10 Minuten 
auf Eis bis zur Phasentrennung inkubiert und in einigen Fällen zur 
besseren Phasentrennung noch etwas mehr Chloroform/Isoamylalkohol 
zugegeben. Anschliessend wurde bei 4 0C und bei 720 g 20 Minuten in 
einem JA20-Rotor (J2-21M/E Kühlzentrifuge) zentrifugiert. Die obere, 
wässrige, RNA-enthaltende Phase wurde vorsichtig abgenommen und in 
ein weiteres steriles Röhrchen überführt. Nach der Zugabe von 4 ml 
Isopropanol zur Fällung der RNA wurde über 1h bei –20 0C inkubiert und 
anschliessend für 30 Minuten bei 4 0C und  g zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen und das Sediment in 1,5 ml GTC-Lösung suspendiert 
und auf Eis gestellt. Darauf folgten eine weitere Zugabe von 3 ml 
Isopropanol und eine Inkubation über mindestens 3 h bei –20 0C. Nach 
einer weiteren Zentrifugation für 30 Minuten bei 4 0C mit 1100 g wurde der 
Überstand abgegossen und das Sediment vorsichtig mit 2x1 ml Ethanol 
70% gespült, um Salze herauszulösen. Die erhaltene RNA wurde in 20-50 
µl autoklaviertem bidest. H2O suspendiert, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei –80 0C gelagert. 
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Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte durch 
Absorptionsmessung einer 1:1000 Verdünnung in bidest. H2O bei 260 nm. 
Eine optische Dichte OD260 von 1,0 in dieser Verdünnung entspricht 40 µg 
RNA pro µl RNA -Stammlösung. Um die Qualität der Präparation 
beurteilen zu können, wird bei 280 nm die Absorption der Proteine erfasst 
und der Quotient aus Absorption der Nucleinsäuren bei 260 nm und der 
Proteinabsorption, welche die Verunreinigung der Probe widerspiegelt, 
gebildet. Im Idealfall (sehr reine RNA) sollte dieser Quotient 2 betragen. 
GTC-Lösung__________ 
GTC                                                                             4 M 
Sarcosyl*                                                                                            17 mM 
Trinatriumcitrat                                                     25 mM 
ss-Mercaptoethanol                                         0,1 M 
_____________________ 
   pH 7,5 
*(N-Dodecanoyl-N-Methylglycin, Na-Salz) 
    2.2.4.2  Agarose - Gelelektrophorese der isolierten RNA 
Um bei der Gelelektrophorese ein ausreichend scharfes Bandenmuster 
von ribosomaler RNA (rRNA) und messenger RNA (mRNA) im Gel zu 
erreichen, wurden die Proben durch Erhitzung in Anwesenheit von 
Formamid (CH3NO) denaturiert und die Auftrennung in einem 
Formaldehyd-haltigen Agarosegel vorgenommen. 
2.2.4.3 Herstellung von horizontalen denaturierenden    
                    Agarosegelen 
Zur Herstellung der eingesetzten 1%-igen Agarosegele wurde zunächst 
die vorgewogene Agarose in einem autoklavierten Gefäss in 90 ml 3-N-
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Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) - Puffer durch einmaliges 
Aufkochen gelöst. Nachdem die Lösung auf ca. 50 0C abgekühlt war, 
wurde sie mit 10 ml einer 37%-igen Formaldehydlösung versetzt 
(Endkonzentration 3,7%) und das horizontale Gel (14 x 11 x 0,5 cm) nach 
dem Einsetzen der Kämme luftblasenfrei gegossen. Um RNAse - Aktivität 
zu verhindern, wurden die Gelkammer und die Kämme vor der Analyse 
mit 50mM NaOH und sterilem bidest. H2O behandelt. 
 
MOPS (10-fach)__________ 
MOPS      0,2 M 
Natriumacetat  50 mM 
EDTA    10 mM 
______________________ 
     pH 7,0 
 
    2.2.4.4  Vorbereitung der Proben 
Nach dem vorsichtigen Auftauen der RNA - Proben auf Eis erfolgte das 
Vorbereiten auf das Auftragen. Eingesetzt wurden je Bahn 20 - 25 µg 
Gesamt-RNA. Wenn der RNA – Gehalt der Proben unter 20 µg betrug, 
wurde hier die gesamte, isolierte RNA verwendet. Um ein einheitliches 
Probenvolumen zu gewährleisten, wurden die Proben mit autokloaviertem 
bidest. H2O auf ein einheitliches Volumen ergänzt. Jede Probe wurde mit 
20 µl Probenpuffer, bestehend aus Blaupuffer, Formamid - Mix und 
Ethidiumbromid in Volumenanteilen von 50:250:1, versetzt, dann für 15 
Minuten bei 65 0C denaturiert, sofort auf Eis abgekühlt und vor dem 
Auftragen kurz anzentrifugiert. 
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Blaupuffer_______________  Formamid - Mix_______________ 
Na2HPO4     0,005 M  Formamid (deionisiert)* 16,5 M 
Bromphenolblau  0,45% (w/v)  MOPS (10-fach)    13,2% (w/v) 
Glycerin      13,7 M  Formaldehyd (37%-ig)   2,7 M 
 
*Zur Deionisierung von Formamid wurden 50 ml Formamid unter sterilen 
Bedingungen für 30 min mit 5 g Serdolit MB-1-Ionenaustauscherharz 
gerührt und das Austauscherharz durch einen Faltenfilter abfiltriert. Die 
Lösung wurde sofort aliquotiert und bei –20 0C gelagert. Der fertige 
Probenpuffer konnte 2 - 3 Wochen bei 4 0C aufbewahrt werden. 
    2.2.4.5  Elektrophorese 
Das polymerisierte, auf dem Gelkammertablett fixierte Agarosegel wurde 
in die Elektrophoresekammer eingebracht und mit MOPS-Puffer (2.2.4.3) 
überschichtet. Danach wurden die Kämme entfernt und die 
Probentaschen, welche zuvor durch das Einbringen von 2,5 µl 
Probenpuffer auf Dichtigkeit geprüft wurden, mit den Proben beladen. 
Zunächst wurde für ca. 30 - 60 Minuten eine konstante Stromstärke von 
10mA angelegt, bis die Proben in das Gel eingelaufen waren, die 
elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte dann für 3 – 4 h bei einer 
konstanten Stromstärke von 40 - 45 mA. Der Elektrophoresepuffer wurde 
dabei ständig umgewälzt. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde die 
Beladung des Gels durch UV - Durchlicht geprüft und fotografisch 
dokumentiert. Die Fluoreszenz des Ethidiumbromids, welches in die RNA 
interkaliert, ermöglichte das Sichtbarmachen der rRNA – Banden unter 
UV-Anregung, wobei die 18 S und 28 S rRNA - Banden als interner 
Beladungs- und Molekulargewichtsstandard dienten. Anhand der Banden 
wurde zusätzlich die Intaktheit der RNA überprüft. Bei intakter DNA sollte 
das Verhältnis von 18 S:28 S in etwa 3:1 sein. 
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    2.2.4.6  Transfer der RNA auf Nylonmembranen  
Als Grundlage für den Transfer der RNA aus dem Agarosegel auf eine 
Nylonmembran wurde die von SOUTHERN et al. (1975) beschriebene 
Kapillartransfer-Methode verwendet 84. Vor dem Transfer wurde die 
Nylonmembran (Porengrösse 0,45 µm) in sterilem H2O benetzt und wie 
auch die Filterpapiere in 5 x SSC (Standard-Natrium-Citrat-Puffer) 
äquilibriert. Als Pufferbrücke diente ein dickes Filterpapier, welches so auf 
einer erhöhten Glasplatte plaziert wurde, dass beide Enden gleichmässig 
in das darunter befindliche, mit 20 x SSC gefüllte, Pufferreservoir reichten. 
Auf diese Pufferbrücke wurden von unten nach oben ein dickes und ein 
dünnes Filterpapier, das Gel (Taschenöffnungen unten), die 
Nylonmembran, ein dünnes und ein dickes Filterpapier luftblasenfrei 
geschichtet. Zur Abdichtung des Pufferreservoirs und der Sandwichkanten 
diente Parafilm. Um den nötigen Druck auf das System auszuüben, wurde 
es mit einer Lage von 15-20 cm saugfähigen Papiertüchern überschichtet 
und mit ca. 1 kg beschwert. Die Transferzeit betrug 16 - 24h. 
Zur Fixierung der RNA wurde danach jede Seite der Nylonmembran für 3 
Minuten mit UV - Licht der Vertiefungenlänge λ = 306 nm bestrahlt. Auf 
dem UV - Tisch wurde die Vollständigkeit des Transfers vom Gel auf die 
Nylonmembran überprüft und fotografiert. Um Salze, Bromphenolblau und 
Ethidiumbromid zu entfernen, wurde die Membran zweimal in 95 0C 
heisser 0,05%-iger SDS-Lösung sowie zweimal in heissem bidest. H2O 
gewaschen und anschliessend getrocknet. 
 
    2.2.5  Nachweis spezifischer mRNA im Northern Blot 
    2.2.5.1  Markierung von Oligonukleotiden 
Um die Oligonukleotide radioaktiv zu markieren, wurde das γ - Phosphat 
von [γ32P] - ATP mittels T4-Polynukleotid - Kinase auf das 5`-Ende von 
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Oligonukleotiden übertragen. Das Gesamtvolumen, in dem die Markierung 
der verwendeten Oligonukleotide erfolgte, betrug 10 µl. Der Ansatz 
bestand aus 50 pmol β-Aktin, 50 pmol (MDR1, COX-2) Oligonukleotid, 
sterilem bidest. H2O ad 3 µl, 1 µl 10-fach konzentriertem Reaktionspuffer 
(Endkonzentration: 10 mM MgCl2, 5 mM Dithiothreitol, 70 mM Tris-HCl) 
sowie 5 µl bzw. 1,85 mBq [γ32P]-ATP (spezifische Aktivität: 222 
TBq/mmol). Um die Reaktion zu starten, wurde dem Gemisch mit 1 µl T4-
Polynukleotid-Kinase (8 I.E./µl) zugesetzt und anschliessend für 1 h bei 37 
0C im Heizblock inkubiert. 
Um die so markierten Oligonukleotide von freiem [γ32P] - ATP zu trennen, 
wurden G-25 Sephadex - Säulen (Pharmacia) eingesetzt. Zunächst wurde 
das Säulenmaterial durchmischt und die Säule nach Entfernung des 
Verschlusses in einem Reaktionsgefäss für 1 Minute bei 735 x g 
zentrifugiert. Durch Zugabe von 40 µl 100 mM EDTA - Lösung wurde die 
Markierungsreaktion gestoppt und der Ansatz vollständig auf die Säule 
gegeben, welche anschliessend bei 735 x g für 2 Minuten zentrifugiert 
wurde. Das Eluat, welches die markierten Oligonukleotide enthielt, wurde 
mit 300 µl denaturierter Heringssperma - DNA (Stammlösung: 10mg/ml) 
versetzt und der Hybridisierungslösung zugesetzt. Durch Bestimmung der 
Gesamtaktivität im Eluat wurde zuvor jedoch die Qualität der Markierung 
überprüft. 
 
2.2.5.2 Nachweis spezifischer mRNA durch Hybridisierung mit      
                 
32Phosphor-markierten Sonden 
 
Die Membranen wurden für 2 - 12 h bei 38 0C im Hybridisierungsofen mit 
Prähybridisierungslösung inkubiert, um freie Bindungsstellen abzusättigen. 
Um die Hybridisierung selbst einzuleiten, wurden die die markierten 
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Sonden enthalten den Hybridisierungsansätze zur Prähybridisierungs-
lösung pipettiert. Die Hybridisierung erfolgte dann für 16 – 24 h bei 38 0C. 
Nachdem die Hybridisierung abgeschlossen war, wurden die Membranen 
zur Entfernung unspezifisch gebundener Oligonukleotide bei 38 0C und 
zunehmender Stringenz des Waschpuffers von 2 x SSC/0,1% SDS (w/v) 
und 1 x SSC/0,1% SDS (w/v) gewaschen, indem unter Schütteln im 
Wasserbad eine 5-minütige Inkubation vorgenommen wurde. Bei 
Erreichen einer konstanten Aktivität wurde die Waschprozedur 
abgebrochen und die Membran noch feucht in Klarsichtfolie 
eingeschweisst. 
 
 Prähybridisierungslösung_____                Denhardts-Lösung (100-fach)___ 
NaCl               0,9 M         Ficoll (MW 400000)      2% 
Trinatriumcitrat                         0,09 mM    Polyvinylpyrolidon      2% 
Formamid deionisiert*              50% (w/v)   BSA        2% 
SDS                        17 mM 
Denhardts-Lösung (100-fach)  5% (v/v) 
Heringssperma-DNA             400 µg/ml 
 
Denhardts-Lösung wurde nach dem Ansetzen in bidest H2O durch 5 µm 
und 0,45 µm Vorsatzfilter sterilfiltriert. Formamid wurde wie unter 2.2.4.4 
beschrieben deionisiert. Um DNA - Fragmente von 500 - 700 kb zu 
erhalten, wurde die Heringssperma – DNA - Lösung (10mg/ml) vor 
Gebrauch mit Ultraschall behandelt und anschliessend bei –20 0C 
gelagert. Kurz vor der Verwendung wurde die Heringssperma - DNA dann 
durch 5-minütiges Kochen und Abkühlen auf Eis denaturiert. 
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    2.2.5.3  Auswertung der Northern Blots 
Die Gesamt-RNA wurde wie oben beschrieben in einem 1%-igen 
Agarosegel aufgetrennt und die Membran mit radioaktiv markierten 
Oligonukleotidsonden hybridisiert, die gegen MDR1 - und COX–2 - mRNA 
gerichtet waren. 
Um die gebundene Radioaktivität zu quantifizieren, wurde ein Bio - 
Imaging-Analyzer, BAS 1500 verwendet. [32P] - sensitive Nachweisplatten 
wurden einer 3- bis 72-stündigen Strahlenexposition durch die 
hybridisierte Nylonmembran ausgesetzt und dann eingelesen. 
Anschliessend wurden die Membranen mit aufgelegten Röntgenfilmen in 
einer Kassette mit Verstärkerfolien bis zu 3 Wochen bei –80 0C gelagert, 
bevor die Autoradiographien entwickelt wurden. 
Die Quantifizierung erfolgte immer in Relation zu einem mit - 
aufgetragenen „Standard“ mit bekannter MDR1 - und COX-2 - mRNA 
Expression, der gleich 100 % gesetzt wurde. In der vorliegenden Arbeit 
diente die Zelllinie GIMEN bzw. die unbehandelte Zellkontrolle als 
Standard. 
Bei den angegebenen Prozentwerten handelt es sich nicht um absolute, 
sondern relative quantitative Aussagen. 
    2.2.6  Durchflusszytometrie 
    2.2.6.1  Funktionsprinzip des Flowzytometers 
Die Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung erfolgt mit Hilfe von 
Durchflußzytometern. Die Zellsuspension mit Zellen, die durch Fluorochrom-
konjugierte Antikörper gefärbt sind, wird aus einem Probenröhrchen in das 
Gerät transportiert. Die Zellen werden dann an einem Laserstrahl 
vorbeigeleitet. Dort wird zum einen der an den Antikörpern befindliche 
Farbstoff angeregt, zum anderen entsteht aufgrund der Granularität der 
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Zellen ein Streulicht und es wird Licht aufgrund der Größe der Zellen 
absorbiert. Der Farbstoff emittiert Licht einer bestimmten Wellenlänge. Auf 
diese Art entstehen mehrere Signale, durch die die Zelle definiert wird. Mit 
Hilfe spezieller Software lassen sich die Zellen nach gewünschten 
Parametern, wie Größe, Granularität oder Oberflächenantigenen auswerten. 
Einen Schritt weiter geht die Separation von Zellpopulationen mit Hilfe eines 
Durchflußzytometers. Hierbei werden mit Hilfe der Steuerungssoftware 
festgelegte Zellpopulationen nach ihren Eigenschaften sortiert. 
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Abb. 3: (A) Darstellung einer flowzytometrischen Bestimmung des P-
Glykoproteins. Darstellung im Dotplot und als Histogramm und Overlay gegen die 
Negativkontrolle (Glycophorin A) (B) Darstellung einer flowzytometrischen 
Bestimmung des Rho 123 – Effluxes. Darstellung im Dotplot und als Histogramm 
gegen den „Uptake“ 
 
    2.2.6.2  Flowzytometrischer Nachweis von Pgp     und   
                 anderen Antigenen 
  
250 µl Zellsuspension mit einer ungefähren Zelldichte von 2x106 / ml 
wurden mit PE (Phycoerythrin) gekoppeltem Pgp - Antikörper (moAB 
MRK16) versetzt. Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei 
Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde zweimal mit PBS - Puffer 
gewaschen. 
Die Probe wurde anschliessend mit dem FACS - Gerät FACS - Calibur der 
Firma Becton Dickinson gemessen, wobei pro Probe 10.000 Zellen erfasst 
wurden. 
PBS______________  
NaCl  136 mM 
 KCl  2,68 mM 
Na2HPO4  8,2 mM 
KH2PO4       1,47 mM 
___________________ 
      pH 7,4 
  
     
2 Material und Methoden  43 
    2.2.6.3  Rhodamin 123 - Efflux Studien 
Die MDR-1 abhängige Transportaktivität wurde auf Grundlage des 
Auswärtstransportes des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin 123 (Rho 123) 
in Anlehnung an die Methode nach HUET et al. bestimmt 46. Rho 123, das 
sich spezifisch in Mitochondrien lebender Zellen anreichert, wurde 
erstmals von NEYFAKH (1988) als potentielles MDR1 - Substrat 
beschrieben60. NARE et al. (1994) konnten anhand von 
Photoaffinitätsmarkierungsstudien mittels eines Azidosalicylsäurederivats 
des Rho 123s zeigen, dass Rho 123 direkt und spezifisch an P-
Glykoproteine vom MDR1 – Typ bindet, und dass diese Bindung durch 
Inkubation mit Verapamil als Hemmstoff des MDR1 - vermittelten 
Transports unterbunden werden konnte 59.  
Zur Bestimmung der MDR1 - abhängigen Transportaktivität wurde die 
Zellsuspension auf eine Konzentration von 2x106 Zellen / ml serumfreies 
RPMI eingestellt. Je 250 µl dieser Suspension wurden auf folgende 
Ansätze verteilt: 2 Röhrchen für die „Uptake“-Kontrolle (UC) und die 
„Efflux“-Kontrolle (EC), 2 Röhrchen für den „Uptake“ von Rhodamin123 
(UO) und den „Efflux“ von Rhodamin123 (EO) und 2 Röhrchen für den 
Rho 123 – „Uptake“ unter Verapamil-Einfluss (UV) und den Rho 123 – 
„Efflux“ unter Verapamil - Einfluss (EV). 
Zunächst wurden 10 µl PBS-Puffer in die Kontrollröhrchen UC und EC 
gegeben, Verapamil - Lösung in die Tubes UV und EV. Danach wurden 
die Tubes UO, EO, UV und EV mit 5 µl einer 5 µM Rho 123 - Lösung 
versetzt, homogenisiert und unter Lichtausschluss eine Stunde bei 37 °C 
inkubiert. Anschliessend wurden die „Uptake“ - Tubes UC, UO und UV bis 
zur Messung auf Eis gestellt. Gleichzeitig wurden die Efflux - Tubes EC, 
EO und EV zweimal mit 4 °C kaltem RPMI 1640 gewaschen und jeweils 
bei 4 °C und 450 x g 5 Minuten zentrifugiert. Anschliessend wurde der 
Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 250 µl RPMI 1640 (37 °C) 
aufgeschwemmt. Je 20 µl PBS-Puffer wurden zu den Tubes EC und EO 
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und nochmals Verapamil- Lösung der jeweilig verwendeten Konzentration 
zu dem Tube EV zugegeben und homogenisiert. Dann wurden diese 
Tubes eine weitere Stunde unter obigen Bedingungen inkubiert. 
Parallel wurde immer ein Tube, welches neben anderen spezifischen 
Antikörpern Syto 16 enthielt, mit - inkubiert, um nach der 
flowzytometrischen Messung die vitalen Zellen erfassen zu können. 
Zusätzlich wurden Zellen in drei Röhrchen pro Messreihe mit folgenden 
Antikörpern gefärbt, um die Rho 123 – akkumulierenden Zellen besser 
charakterisieren und die Blastenpopulationen identifizieren zu können 
(siehe Pgp - Nachweis): 
     1) syto16 CD 7 PE  CD 45 PerCP  CD 34 APC 
     2) CD 36 FITC  GlycophorinA PE  Apo 2.7 CD 45 APC 
     3) -----------------  PgP PE  CD 33 PCY5  CD34 APC 
 
     Spezifität der Antikörper: 
Syto 16: Vitalitätsmarker 
CD 7: T-Zellantigen, frühe hämatopoetische Vorläufer 
CD 45: Leukozyten 
CD 34: myeloische und lymphatische Vorläuferzellen 
CD 36: Monozyten, Makrophagen, frühe erythroide Zellen 
Glycophorin A: Erythropoese (dient hier als Negativkontrolle für die Pgp 
                                    Messung) 
Apo 2.7: Apoptosemarker zur Bestimmung später Apoptose 
CD 33: Monozyten, myeloische Vorläuferzellen 
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    2.2.6.4  Auswertung 
Die Auswertung der flowzytometrischen Messungen erfolgte mit der 
Cellquest Pro©- Software der Firma Becton Dickinson. 
Die angegebenen Prozentwerte in den Ergebnissen der Pgp - 
Bestimmung beziehen sich auf den Anteil der von allen in einer Messung 
erfassten, vitalen, also Syto 16 – positiven, Blasten, welche gleich 100 % 
gesetzt werden. Die quantitative Pgp – Expression ergibt sich aus dem 
Anteil der vitalen Zellen, auf dem gebundene Fluoreszenz des 
Phycoerythrin (PE) - gekoppelten Pgp - Antikörpers nachgewiesen wurde. 
Als Negativkontrolle diente jeweils eine Färbung der gleichen Probe mit 
PE - gekoppeltem Glycophorin A, welches Zellen der roten Reihe 
nachweist, die aber mittels der vorangegangenen Ficoll - Trennung 
ausgeschlossen sein sollten. 
Beim Rho 123 - Efflux Assay wurden ebenfalls nur die vitalen Zellen 
eingeschlossen. Der „Uptake“ von Rho 123 wurde so eingegrenzt, dass er 
mindestens 99 % betrug. Der „Efflux“ war dementsprechend als 99 % 
minus dem nach der einstündigen „Efflux“-Zeit in den Blasten verbliebene 
Teil des Rho 123 definiert. 
    2.2.7  Auswertung der durchgeführten Experimente     
Die Experimente wurden für die Zellkontrollen und die Zugabe des COX 
Inhibitors in achtfachen Ansätzen durchgeführt. Die Experimente mit COX 
Inhibitor und Zytostatikum wurden in vierfachen Ansätzen durchgeführt. 
Bei der Darstellung wurden die Ergebnisse als arithmetische Mittelwerte 
( x ) angegeben.  
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Arithmetischer Mittelwert :      ∑
=
=
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n = Anzahl der Einzelmessungen ;  xi = Messwert einer Einzelmessung 
 
Bei der Mittlung von Messwerten wurde zur Abschätzung des Messfehlers 
der Einzelmessungen die Standardabweichung (sd) bzw. der  
Standardfehler (se) angegeben. 
 
Standardabweichung:  sd = ( )∑
=
−
−
n
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i xx
n 1
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Standardfehler:   se = 
n
sd
 
 
Bei der Darstellung der Dosis/Wirkungskurven wurden 
Korrelationsberechnungen für die Korrelation Extinktion/Meloxicam (und 
zusätzliche Applikation von ADR) durchgeführt. 
 
Die Signifikanz der erhaltenen Daten wurde unter Verwendung des           
t-Testes für ungepaarte Werte ermittelt. Hierbei wurden die Mittelwerte   
x1 und x2 zweier Vergleichsgruppen mit der Stichprobengrösse n1 und n2 
unter Berücksichtigung der Varianzen der Messergebnisse (sd)² 
miteinander verglichen. Die errechneten t-Werte wurden mit den Werten 
aus einer Tabelle für die t-Verteilung verglichen. Waren die berechneten  
t-Werte grösser als die für eine angenommene statistische Sicherheit von 
P = 95 % angegebenen t-Werte wurde von signifikanten Ergebnissen 
ausgegangen. Waren die berechneten t-Werte grösser als die für eine 
angenommene statistische Sicherheit von P = 99 % bzw. P = 99,9 % 
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aufgeführten t-Werte, wurde von hochsignifikanten Unterschieden für die 
Messwerte ausgegangen. 
Als Signifikanzniveau, also die Wahrscheinlichkeit, mit der eine bestimmte 
Aussage nicht zutreffend ist, wurde p = 1 – P angegeben. Bei der 
Darstellung der Ergebnisse wurden als Signifikanzniveaus  *, p < 0,05; **, 
p < 0,01;  ***, p < 0,001 unterschieden. 
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  3.  Ergebnisse 
   3.1  Ergebisse in Zelllinien 
   3.1.1  Ergebnisse in der Neuroblastomzelllinie SHEP  
Die Neuroblastomzelllinien SHEP und Gimen weisen eine deutliche MDR1 
Expression auf. Sie dienten als Vergleichs- und Validierungssystem zu HL-60. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Coexpression von MDR1- und COX-2–mRNA in verschiedenen 
Neuroblastomzelllinien 
In SHEP Zellen war eine Coexpression von MDR-1 und COX-2-mRNA (Abb.7) 
nachweisbar. Daneben zeigten die Zellen eine funktionell aktive Pgp – 
Expression und einen aktiven Rho 123 – Efflux. In der Zelllinie SHEP bestand 
also eine positive Korrelation zwischen MDR1-, COX-2-mRNA und Pgp-
Expression und MDR1-abhängiger Transportaktivität. 
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Mit der Zelllinie SHEP wurde ein in vitro – Zytotoxizitätsassay (MTT-Assay) 
durchgeführt. Da es sich um adhärent wachsende Zellen handelt, wurden mit 
Kollagen beschichtete MTT – Platten verwendet. 
   
    3.1.2  Optimierung der Zellkonzentration im MTT- Assay 
 
Die HL- 60 Zellen wurden in unterschiedlichen Konzentrationen von 5.000 bis 
50.000 Zellen/Vertiefung auf der Kulturplatte ausgesät. Das Zellwachstum 
wurde nach 48h, 72h und 96h beurteilt. 
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        Abbildung 5: Zellwachstumskurve für verschiedene HL- 60 Zellkonzentrationen/Vertiefung. Die    
Extinktionen wurden nach 48 h (1), 72 h (2) und 96 h (3) beurteilt. 
 
 
Beim Einsatz von 5.000 Zellen pro Vertiefung (n = 24) fand sich während der 
gesamten Kulturdauer eine Zellproliferation, entsprechend der steigenden 
Extinktion von 0,14 ± 0,01 (48 h), 0,18 ± 0,01 und 0,20 ± 0,02  (96 h). Die 
Angabe  ± x entspricht der jeweiligen Standardabweichung. Auch bei höheren 
Zellzahlen (7.500 – 25.000) konnten zunehmende Extinktionen als Maß für die 
Proliferation über den gesamten Versuchszeitraum nachgewiesen werden. 
Dabei stieg der jeweilige Bereich der Extinktion in Korrelation zur Zelldichte. Für 
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7500 Zellen/Vertiefung  (n=24) wurde nach 24 h eine Extinktion von 0,24 ± 0,01 
gemessen. 
Nach weiteren 24 h war die Extinktion 0,27 ± 0,02 und nach insgesamt 96 h 
0,26 ± 0,03. Hier hat von 48 h auf  72 h Zellproliferation stattgefunden, vom 
Meßtag 2 auf 3 war diese etwas rückläufig. 
Bei 10.000 Zellen/Vertiefung (n =24) fand über den gesamten Messzeitraum 
Zellproliferation statt. Nach 48 h wurde eine Extinktion von 0,27 ± 0,03, nach  
72 h von 0,29 ± 0,04  und nach 96 h von 0,34 ± 0,03  gemessen.  
Bei einer Zellzahl von 12.500/Vertiefung (n = 24), fand ebenfalls an allen drei 
Messpunkten Zellproliferation statt. Nach 48 h wurde eine Extinktion von 0,30 ± 
0,04, nach 72 h von 0,32 ± 0,05 und nach  96 h von 0,33 ± 0,02 gemessen. 
Beim Einsatz von 25.000 Zellen/Vertiefung (n = 24) fand über den gesamten 
Zeitraum Proliferation statt. Die Extinktion war nach 48 h bei 0,44 ± 0,02. Nach 
72 h bei 0,54 ± 0,05 und nach 96 h bei 0,57 ± 0,02.  
Bei 50.000 Zellen/Vertiefung (n = 24) fand von 48 h (Extinktion = 0,33 ± 0,08) 
auf 72 h (Extinktion = 0,81 ± 0,08) eine deutliche Zellproliferation statt. Die hohe 
Zelldichte führte nach 96 h zu Zelluntergang. Die gemessene Extinktion betrug 
0,36 ± 0,04.   
                     
 
 
   Messpunkt                                             Extinktion 
             
                   SHEP                        primäre Leukozyten              Patientenzellen     
        ( 7.500 / Vertiefung )        (  20.000 / Vertiefung )        ( 40.000 / Vertiefung )                                                                              
48 h                  0,26                                   0,12                                      0,29 
72 h                  0,28                                   0,12                                      0,30 
96 h                  0,31                                   0,11                                      0,30 
 
 
      Tabelle 5 :  Mittlere Extinktionen im MTT- Assay ( n = 8 ) bei verwendeten Zellen 
 
Für die SHEP- Zellen erwies sich eine Zellzahl von 7.500/Vertiefung als 
geeignet.  
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Die eigenen primären Leukozyten wurden mit einer Menge 20.000 Zellen pro 
Vertiefung ausgesät, die Zellen des Patienten zu 40.000 Zellen/Vertiefung . 
Man orientierte sich hierbei an Studien, in denen ebenfalls mit leukämischen 
Blasten im MTT- Assay gearbeitet wurde 105,62. 
    
    3.1.3  SHEP Zellen im MTT- Assay 
SHEP Zellen weisen bereits basal eine deutliche MDR1 Expression auf. Sie 
wurden daher als Vergleichs- und Validierungszellinie eingesetzt. 
Zunächst wurde der Einfluss von Meloxicam auf die Zellproliferation untersucht. 
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         Abbildung 6 : SHEP Zellen mit verschiedenen Meloxicam Konzentrationen nach 48h, 72h und      
96h. 
 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.26 0.04 0.28 0.06 0.31 0.06 
0.01 µM 0.23 0.05 0.28 0.05 0.34 0.06 
0.1   µM 0.25 0.03 0.30 0.04 0.33 0.05 
0.5   µM 0.26 0.03 0.30 0.05 0.33 0.04 
1      µM 0.25 0.02 0.29 0.04 0.33 0.05 
 
 
      Tabelle 6 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
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Bei allen Ansätzen konnte Zellproliferation nachgewiesen werden. Meloxicam 
hatte keinen negativen Einfluß auf das Zellwachstum. 
 
    3.1.4  Ergebnisse nach Applikation von ADR und Meloxicam 
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        Abbildung 7 :   SHEP Zellen, Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von ADR mit einer 
Konzentration von 0,1 µg/ml allein und unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration von 0,1 
µg/ml und  vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen. 
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48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.18 0.01 0.14 0.03 0.12 0.03 
0.01 µM 0.13 0.01 0.10 0.02 0.08 0.04 
0.1   µM 0.15 0.01 0.10 0.01 0.08 0.05 
0.5   µM 0.13 0.01 0.10 0.02 0.10 0.03 
1      µM 0.14 0.02 0.09 0.03 0.10 0.04 
 
      Tabelle 7 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
 
 
Unter zusätzlichem Einfluß von Meloxicam waren bei allen Ansätzen weniger 
Zellen vital als unter dem Zytostatikum allein. Eine Dosisabhängigkeit konnte 
bis zu einer Meloxicamkonzentration von 0,5 µM nachgewiesen werden. 
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        Abbildung 7: SHEP Zellen, Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von ADR mit einer    
Konzentration von 0,15 µg / ml allein und unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration von 
0,15 µg / ml und den vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen. 
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48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.15 0.01 0.12 0.02 0.10 0.03 
0.01 µM 0.12 0.01 0.09 0.02 0.09 0.01 
0.1   µM 0.12 0.02 0.09 0.01 0.08 0.05 
0.5   µM 0.12 0.03 0.08 0.02 0.04 0.02 
1      µM 0.12 0.02 0.09 0.02 0.08 0.02 
 
      Tabelle 7 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
 
 
Die Vitalität der SHEP Zellen war unter alleiniger ADR Applikation höher als 
unter zusätzlicher Meloxicam Gabe. Zugabe des COX-2 präferentiellen 
Hemmstoffes zeigte einen Effekt. In diesem Ansatz hatte eine 
Meloxicamkonzentration von 0,5 µM den günstigsten Effekt. 
 
    3.1.5  Einfluß des Lösungsmittels DMSO 
Um den Einfluß des Lösungsmittels DMSO der COX-2 Inhibitoren auf das 
Wachstumsverhalten der Zellen zu untersuchen, wurde zunächst DMSO in der 
als Lösungsmittel verwendeten Konzentration im achtfachen Ansatz im MTT- 
Assay analysiert. Im Vergleich zur Zellwachstumskontrolle ergab sich jedoch 
kein Effekt auf das Zellwachstum durch DMSO an allen drei Meßtagen. Daher 
wurde in folgenden Assays auf einen gesonderten Lösungsmittelansatz 
verzichtet. 
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    3.2  Ergebnisse in der AML – Zelllinie HL-60 
    3.2.1  MDR1 – mRNA – und COX-2 –mRNA – Expression  
Unbehandelte HL-60 Zellen zeigten nur eine geringe MDR1-mRNA Expression. 
Verglichen mit der Referenzzelllinie GIMEN, dort wurde die jeweilige 
Expression gleich 100% gesetzt, betrug diese 60%. Die basale COX-2-mRNA-
Expression betrug 253%. 
Der Einfluß eines COX-2-Inhibitors auf die MDR1 und COX-2-mRNA-
Expression wurde im Northern Blot untersucht. Die HL-60 Zellen wurden 4 Tage 
mit dem COX-2 präferentiellen Hemmstoff Meloxicam nach dem 
Versuchsaufbau des MTT-Assays inkubiert. Die HL-60 Zellen exprimierten 
weniger MDR1-mRNA und COX-2-mRNA. Der Effekt auf die COX-2-mRNA 
Expression war dosisabhängig mit einer maximalen Abhnahme bei 0,5 µM 
Meloxicam. Die mRNA-Expressionen wurden bei unbehandelten HL-60 Zellen 
gleich 100% gesetzt. 
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Abb. 8: Inkubation von HL-60-Zellen mit Meloxicam. Einfluß auf die Expression von COX-2- 
und MDR1-mRNA. Dargestellt ist das Ergebnis eines repräsentativen Northern Blots ( Dr. 
Ziemann ) 
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    3.2.2   Freisetzung von Prostaglandin E2 
Mittels Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) wurde ein  möglicher 
regulatorischer Zusammenhang zwischen MDR1 und COX-2  untersucht. Das 
ELISA führte Dr. rer. nat. Dirk Schäfer durch. Dabei wurde die Konzentration 
des COX-2 Produktes Prostaglandin E2  (PGE2), das möglicherweise ein 
entscheidender Faktor für die MDR1 Regulation ist, gemesssen. 
Als Positivkontrolle dienten Ansätze mit dem COX-2 Substrat Arachidonsäure. 
ADR wurde mit einer Konzentration von 0,15 µg/ml zugegeben. Nach jeweils 
24h, 48h, 72h und 96h wurde die PGE2 Konzentration im Überstand gemessen. 
Mit einer unbehandelten Zellkontrolle wurde ebenso verfahren. 
Die Messwerte schwankten bis maximal +/- 8,7%. Während bei der 
unbehandelten Zellkontrolle nur eine geringe PGE2 Freisetzung beobachtet 
wurde, kam es bei Versetzung mit Arachidonsäure zu einem massiven Anstieg 
der PGE2 Konzentration. Bei den Ansätzen mit ADR wurde interessanterweise 
ebenfalls ein starker Anstieg der PGE2 Freisetzung beobachtet, der am Tag 4 
etwas zurückging; möglicherweise aufgrund des Absterbens von Zellen unter 
Zytostatikaeinfluß. 
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Abb. 9: Einfluß von Arachidonsäure und ADR auf die Prostaglandin E2 Freisetzung in HL-
60-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier unabhängiger Versuchansätze pro Bedingung, 
welche wiederum in Doppelbestimmung analysiert wurden. Es wurde überprüft und 
ausgeschlossen, dass die Messwerte durch Interaktion der eingesetzten Substanzen mit den 
verwendeten Antikörpern beeinflusst  wurden ( Dr. Schäfer ) 
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Der gleiche Versuch wurde mit zusätzlicher Gabe des COX-2 Hemmstoffes   
NS 398 in den Konzentrationen 1µM, 10nm und 1nm wiederholt um eine 
Beteiligung der COX-2 an der PGE2 Liberation zu überprüfen. 
Die Messwerte schwankten hier maximal +/- 8,5%. Arachidonsäurezugabe 
führte zu einem Anstieg der PGE2 Freisetzung von 83% im Vergleich zur 
Kontrolle. Unter Inkubation mit ADR war ein Anstieg von 23% zu beobachten. 
NS 398 Zugabe bewirkte bei einer Konzentration von 1µM am Tag 1 einen 
Abfall der PGE2 Konzentration von 65 % im Vergleich zur Kontrolle am Tag 3 
sogar um 90 %. Die anderen Konzentrationen zeigten lediglich am Tag 1 eine 
verminderte PGE2 Freisetzung. 
Die Ergebnisse weisen auf eine Beeinflussung bereits der basalen PGE2 
Freisetzung durch die COX-2 Aktivität hin.   
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PGE2 Release unter NS398 nach 48 h
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PGE2 Release unter NS398 nach 72 h
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PGE2 Release unter NS 398 nach 96 h
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Abb. 10: Einfluß des selektiven COX-2 - Inhibitors NS398 auf die Prostaglandin E2 - 
Freisetzung in HL-60. Dargestellt sind die Mittelwerte zweier unabhängiger Versuchsansätze 
pro Bedingung, welche wiederum in Doppelbestimmung analysiert wurden. Es wurde überprüft 
und ausgeschlossen, dass die Messwerte durch Interaktion der eingesetzten Substanzen mit 
den verwendeten Antikörpern beeinflusst  wurden. (A) Bestimmung der PGE2 - Freisetzung 
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nach 24h. (B) Bestimmung des PGE2 - Release nach 48h. (C) Messung nach 72h. (D) Messung 
nach 96h  ( Dr. Schäfer ) 
 
    3.2.3  Expression von Pgp 
Die Expression von Pgp in HL-60 Zellen wurde nach 24 h Vorinkubation mit 
oder ohne Meloxicam in Anwesenheit von Meloxicam, ADR und 
ADR/Meloxicam unter verschiedenen ADR Konzentrationen untersucht.   72 h 
nach ADR Zugabe wurde die Messung der Protein-Expression mittels 
Markierung des Proteins mit einem monoklonalen Antikörper und Detektion im 
Flowzytometer durchgeführt. 
War die Pgp-Expression in unbehandelten Zellen sehr gering, so stieg sie in 
Anwesenheit von ADR in allen Versuchen und bei allen Konzentrationen 
deutlich an. 
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Abb. 11: Induktion der Pgp-Expression in HL-60-Zellen durch ADR. Dargestellt sind die 
Ergebnisse dreier repräsentativer Versuche. Die eingesetzten ADR-Konzentrationen waren: 
0,01 µg/ml (A), 0,1 µg/ml (B) und 0,15 µg/ml (C) 
 
Zusätzliche Inkubation mit Meloxicam führte trotz der Anwesenheit von ADR zu 
einer deutlichen Reduktion der Pgp-Expression. Ein dosisabhängiger Effekt 
wurde bis zu einer Konzentration des Meloxicams von 0,5µM beobachtet. Die 
Ergebnisse sprechen für eine wesentliche Bedeutung der COX-2 bzw. der 
PGE2 -Freisetzung  bei der Regulation der Pgp-Expression unter ADR. 
  
Eine zusätzliche Inkubation von Meloxicam mit einer Konzentration von 0,01 µM 
verringerte die Pgp Expression um 17%, 0,1µM und 0,5µM führten zu einer 
Abnahme von ca 94%. Bei 1µM Meloxicamzugabe kam es zu einer 
Verringerung der ADR abhängigen Pgp- Expression von 89 %.  
Auch unter ADR mit einer Konzentration von 0,15µg/ml zeigte sich ein ähnlicher 
Effekt des Meloxicams. Bei 0,01µM Meloxicam verringerte sich die 
Hochregulation um 25 % , bei 0,1µM um 79% und bei 0,5µM um 54% im 
Vergleich zu Zellen ohne Meloxicamzugabe. Bei beiden ADR Konzentrationen 
zeigte 0,5µM Meloxicam einen ausgeprägteren Effekt als 1µM Meloxicam. 
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Abb. 12: Pgp - Expression in HL-60-Zellen in Anwesenheit von Meloxicam unter ADR  
Dargestellt sind die Ergebnisse zweier repräsentativer Versuche  
Beim Ansatz von HL-60 Zellen allein hatte Meloxicam in den Konzentrationen 
0,01 µM, 0,1 µM, 0,5 µM und 1 µM keinen signifikanten Einfluß auf die 
Expression von Pgp. 
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Abb. 13: Effekt von Meloxicam auf die Pgp - Expression in HL-60-Zellen. (gesamte 
Stichprobe)                            
 
    3.2.4  Funktionelle Aktivität des Pgp 
Die funktionelle Aktivität des P-Glykoprotein unter verschiedenen Bedingungen 
wurde mitttels Rho 123-Efflux-Assay untersucht. ADR induzierte neben der 
Pgp-Expression auch den Efflux von Rho 123. Bei einer ADR Konzentration von 
0,01µg/ml kam zu einer Effluxzunahme  um 40%, bei einer Endkonzentration 
von 0,1µg/ml ADR zu 60% und bei einer ADR  Konzentration von 0,15µg/ml zu 
einem 62% höheren Efflux im Vergleich zur unbehandelten Zellkontrolle. 
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Abb. 14: Einfluß von ADR auf den Rho 123-Efflux in HL-60-Zellen. Dargestellt sind zwei 
repräsentative Versuche 
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Der Einfluß eines Cyclooxygenase–2 - Inhibitors auf den durch ADR induzierten 
Rho 123 - Efflux wurde bei HL-60 Zellen mit verschiedenen Meloxicam - 
Konzentrationen untersucht. Nach 24h wurde ADR zugegeben. Anschliessend 
wurde an Tag 3 der ADR-Inkubation ein Rho 123-Efflux-Assay durchgeführt. 
Unter ADR 0.01 µg/ml kam es im Vergleich zu den nicht mit Meloxicam 
vorinkubierten Zellen zu einer Verringerung des Rho 123 – Efflux. Bis zu 0.5 µM 
Meloxicam verlief dieser Effekt dosisabhängig. Es wurde eine Verringerung des 
unter ADR allein hochregulierten Effluxes unter 0.01µM Meloxicam um 37%, 
unter 0.1µM um 45% unter 0.5µM 6% und unter 1µM Meloxicam um 65% 
beobachtet. In Anwesenheit von 0.05µg/ml ADR kam es unter 0.01µM 
Meloxicam zu einem um 50% und unter 0.1µM Meloxicam um 11% verringerten 
Efflux. Bei höheren Meloxicamkonzentrationen konnte keine weitere 
Verminderung beobachtet werden. Unter 0.5µM war sogar eine leichte 
Erhöhung des Efflux und unter 1µM etwa der gleiche Wert wie bei den nicht 
inkubierten Zellen zu beobachten. Meloxicam allein hatte keinen eindeutigen, 
modulierenden Einfluß auf den Efflux von Rho123 in HL-60 Zellen. Bei allen 
Konzentrationen bewegte sich der Efflux in dem Bereich von 22% bis 35%. 
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Abb. 15: Rho 123 - Efflux in HL-60-Zellen in Anwesenheit von Meloxicam in An- oder 
Abwesenheit von ADR. Dargestellt sind drei repräsentative Versuche  
 
 
 
3.   Ergebnisse                                                                                                           66 
    3.2.5  Hemmbarkeit der Pgp- Funktion 
Die Hemmbarkeit des ADR induzierten Rho- 123 Efflux wurde in HL- 60 Zellen 
mit Verapamil, einem kompetitiven Pgp-Hemmstoff in verschiedenen 
Konzentrationen untersucht. Eingesetzt wurde das Stereoisomerengemisch       
( + / - ) Verapamil, wobei dem R(+)- Stereoisomer eine geringere kardiotoxische 
Wirkung zugeschrieben wird. 
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Abb. 16:  (+/-) - Verapamilhydrochlorid   
Untersucht wurde neben einer unbehandelten Zellkontrolle ein Ansatz, der 3 
Tage mit 0,15µg/ml ADR inkubiert wurde. 
ADR induzierte deutlich den Efflux. Zusätzliche Zugabe von Verapamil mit einer 
Konzentration von 50µM reduzierte den Efflux um 44%, Verapamil mit der 
Konzentration von 100µM um 60%. Die Hemmbarkeit durch Verapamil spricht 
für die Induktion einer MDR1 abhängigen Transportaktivität mit einer funktionell 
aktiven Pgp–Überexpression induziert durch ADR: 
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Abb. 17: Pgp - Funktionshemmung durch Verapamil. 
 
 
 
  
   3.3  HL- 60 Zellen im MTT-Assay 
   3.3.1 Ergebnisse nach Applikation von ADR und Meloxicam 
   3.3.1.1  Applikation von Meloxicam  
Ergebnisse nach Applikation von Meloxicam in verschiedenen Konzentrationen 
um den Einfluss des COX Inhibitors auf die Zellproliferation zu beurteilen. 
 
 
 
3.   Ergebnisse                                                                                                           68 
     
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0,60
0,70
0 0,01 0,1 0,5 1
Meloxicam (µM)
Ex
tin
kt
io
n
 
 
 
 
      Abbildung 18 : HL-60 Zellen, Vergleich der verschiedenen Meloxicam Konzentrationen nach              
      48 h, 72 h und 96 h 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.44 0.02 0.57 0.02 0.57 0.03 
0.01 µM 0.45 0.03 0.63 0.02 0.62 0.04 
0.1   µM 0.45 0.02 0.59 0.03 0.64 0.03 
0.5   µM 0.44 0.02 0.60 0.03 0.60 0.03 
1      µM 0.43 0.01 0.56 0.01 0.56 0.02 
 
      Tabelle 8 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
 
 
Nach Meloxicamzugabe fand  bei allen getesteten Konzentrationen (je 
Konzentration n=48) eine Zellproliferation statt. Die Zugabe von Meloxicam 
hatte keinen signifikant negativen Effekt auf das Zellwachstum. 
Interessanterweise fand sich bei den mittleren Konzentrationen von 0,1µM und 
0,5µM ein im Vergleich zum Kontrollansatz (n=48) leicht wachstumsfördernder 
Effekt des COX-Inhibitors. 
Zur Darstellung des Signifikanzniveaus wurde dieser Assay in 48fachen 
Ansätzen durchgeführt und p-Werte anhand des t-Testes für ungepaarte 
Stichproben berechnet. 
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Meloxicamkonz-  
          entration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,6 p = 0,83 p = 0,61 p = 0,95 
72h p = 0,14 p = 0,25 p = 0,57 p = 0,04 
96h p = 0,035 p = 0,52 p = 0,12 p = 0,8 
 
Tabelle 9:  P – Werte  nach t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 48 ) 
 
   3.3.1.2  Applikation von ADR und Meloxicam 
Der Einfluss des COX-Inhibitors Meloxicam auf die Zellproliferation bei 
zusätzlicher Applikation von ADR wurde mit einem Kontrollansatz, dem nur 
ADR zugefügt wurde, verglichen. 
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        Abbildung 19 : HL- 60 Zellen, Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von ADR mit einer 
Konzentration von 0,1 µg/ml allein und unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration von 0,1 
µg/ml und vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen. 
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48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.43 0.04 0.27 0.02 0.09 0.01 
0.01 µM 0.34 0.02 0.21 0.02 0.05 0.01 
0.1   µM 0.30 0.03 0.18 0.01 0.05 0.01 
0.5   µM 0.31 0.03 0.18 0.02 0.05 0.01 
1      µM 0.29 0.03 0.14 0.03 0.05 0.01 
 
      Tabelle 10 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
 
 
Die zusätzliche Gabe von Meloxicam verstärkt den zytostatischen Effekt des 
ADR im Vergleich zum Kontrollansatz (n=48). 
Die Messungen nach 48h und 72h zeigten sogar einen signifikanten 
dosisabhängigen Effekt des COX-Inhibitors. 
Nach 96h sind unter zusätzlicher Meloxicaminkubation ca 50% der Zellen vital, 
unabhängig von der Konzentration des COX-Inhibitors. 
 
 
Meloxicamkonz-  
          entration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p  < 0,001  p  < 0,03 p = 0,84 p = 0,26 
72h p  < 0,001  p  < 0,03  p = 0,66 p < 0,03 
96h p  < 0,001  p = 0,66 p < 0,03  p = 0,86 
 
         Tabelle 11: P – Werte nach t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
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        Abbildung 20 : HL-60 Zellen, Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von ADR mit einer 
Konzentration von 0,15 µg/ml allein und unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration von 0,15 
µg/ml und den vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen. 
 
 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.38 0.04 0.21 0.06 0.09 0.01 
0.01 µM 0.34 0.02 0.08 0.01 0.06 0.01 
0.1   µM 0.31 0.03 0.08 0.01 0.04 0.01 
0.5   µM 0.32 0.03 0.08 0.01 0.03 0.01 
1      µM 0.30 0.03 0.06 0.03 0.02 0.01 
 
      Tabelle 12 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
 
 
Eine ADR Konzentration von 0,15 µg/ml hatte eine Abnahme der Zellvitalität zur 
Folge. Durch Zugabe von Meloxicam konnte über den gesamten Messzeitraum 
ein dosisabhängiger Effekt des COX-2 Inhibitors gemessen werden, bis zu 
einem Minumum der Zellvitalität nach 96h und einer Meloxikamkonzentration 
von 1µM. 
Zur Darstellung des Signifikanzniveaus wurde dieser Assay in 48fachen 
Ansätzen durchgeführt und p-Werte anhand des t-Testes für ungepaarte 
Stichproben berechnet 
3.   Ergebnisse                                                                                                           72 
 
Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p < 0,03 p = 0,11 p = 0,69 p = 0,32 
72h p < 0,001  p = 0,40 p = 0,23 p = 0,44 
96h p < 0,001  p < 0,001  p = 0,18  p = 0,20 
 
Tabelle 13: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
 
   3.3.2  Ergebnisse nach Applikation von Cytarabin und Meloxicam 
   3.3.2.1  Applikation von Cytarabin und Meloxicam 
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        Abbildung 21 : HL-60 Zellen, Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von Cytarabin mit 
einer Konzentration von 0,0000025 µM allein und unter Einfluß von Cytarabin mit einer 
Konzentration von 0,0000025 µM und den vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen 
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48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.46 0.09 0.26 0.08 0.13 0.04 
0.01 µM 0.37 0.05 0.22 0.08 0.10 0.01 
0.1   µM 0.29 0.03 0.19 0.03 0.10 0.01 
0.5   µM 0.28 0.04 0.20 0.06 0.11 0.01 
1      µM 0.32 0.03 0.15 0.07 0.10 0.01 
     
     Tabelle 14 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
 
 
  
Insgesamt ist die Zellproliferation unter Einfluß von Cytarabin über den Verlauf 
der drei Messungen wie erwartet rückläufig. Die zusätzliche Inkubation mit  
Meloxicam bewirkte eine Abnahme der Zellvitalität. So waren bei Inkubation mit 
Meloxicam der Konzentration 1µM nach 72h und 96h ca 25% weniger vitale 
Zellen messbar, als bei alleiniger Inkubation mit Cytarabin. 
Zur Darstellung des Signifikanzniveaus wurde dieser Assay in 20fachen 
Ansätzen durchgeführt und p-Werte anhand des t-Testes für ungepaarte 
Stichproben berechnet. 
 
 
Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,7 p = 0,63 p = 0,61 p = 0,95 
72h p = 0,24 p = 0,38 p = 0,32 p = 0,88 
96h p = 0,35 p = 0,47 p = 0,25 p = 0,65 
 
Tabelle 15: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
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      Abbildung 22 : HL-60 Zellen, Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von Cytarabin mit  
      einer Konzentration von 0,000025 µM allein und unter Einfluß von Cytarabin mit einer   
     Konzentration von 0,000025 µM und den vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen        
 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.36 0.09 0.18 0.03 0.11 0.01 
0.01 µM 0.31 0.07 0.12 0.04 0.09 0.01 
0.1   µM 0.29 0.02 0.12 0.02 0.09 0.03 
0.5   µM 0.27 0.06 0.11 0.02 0.09 0.02 
1      µM 0.24 0.05 0.11 0.03 0.10 0.02 
 
      Tabelle 16 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h  
 
 
Die Erhöhung der Cytarabin Konzentration um den Faktor 10 führte wie 
erwartet zu einer sinkenden Zellvitalität. Auch hier zeigte die Vorinkubation mit 
Meloxicam zusätzliche Effekte. Über den gesamten Auswertungszeitraum nahm 
die Zellvitalität bei zusätzlcher Vorinkubation mit Meloxicam dosisabhängig 
signifikant ab. 
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Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,57 p = 0,73 p = 0,61 p = 0,95 
72h p = 0,14 p = 0,38 p = 0,57 p = 0,94 
96h p = 0,35 p = 0,52 p = 0,25 p = 0,8 
      
     Tabelle 17: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
 
 
Die Rolle von Cytarabin als Substrat von P-Glykoprotein wird kontrovers 
diskutiert, dennoch schien Vorinkubation mit dem COX-2 präferentiellen 
Hemmstoff einen synergistischen Effekt zu haben. 
 
    3.4  Apoptose - Assay 
Durch Annexin V, an das ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, können 
apoptotische Zellen durchflußzytometrisch nachgewiesen werden. Da auch bei 
nekrotischen Zellen aufgrund der permeabilisierten Membran Annexin V binden 
kann, muß gleichzeitig eine Ausschlußfärbung mit Propidiumjodid (PI) 
durchgeführt werden. Dieser Farbstoff färbt nur die DNA von toten Zellen an. 
Zellen, die sich sowohl mit Annexin V als auch mit Propidiumiodid färben lassen, 
sind daher tot. Sie können durch Apoptose oder Nekrose gestorben sein. Zellen, 
die sich nur mit Annexin V färben lassen, sind im Prozeß der Apoptose begriffen. 
Mit den Annexin V-Kits kann man frühe Apoptose von später Apoptose und 
Nekrose unterscheiden.Die Zellen können sowohl im Fluoreszenzmikroskop, als 
auch im Durchflußzytometer untersucht werden.  
  Eine mögliche Apoptoseinduktion in HL-60 Zellen durch Meloxicam wurde im        
Apoptose Assay mittels Annexin und PI untersucht. Zellen, die drei Tage mit 
0,1  µg ADR inkubiert wurden, dienten als Positivkontrolle. 
  In der unbehandelten Zellkontrolle lag die Zahl Annexin–positiver, also 
apoptotischer Zellen bei etwa 13%. PI–positiv, also bereits nekrotisch waren 
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5% der Zellen. ADR behandelte Zellen waren fast gänzlich Annexin, jedoch 
auch PI positiv, es handelte sich um nicht mehr vitale Zellen. 
Meloxicaminkubation führte in allen vier verwendeten Konzentrationen, selbst    
der maximalen Konzentration von 1µM nicht zu einer vermehrten Annexin- 
oder   PI Positivität. Ein Apoptose induzierender Effekt von Meloxicam konnte 
nicht nachgewiesen werden. 
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Abb. 23: Durchflußzytometrische Messung der Apoptose in mit 1 µM Meloxicam 
behandelten HL-60-Zellen. (A) Messung in Abwesenheit von Propodium Iodid (PI) und 
Annexin V. (B) Messung früher Apoptose in Anwesenheit von PI und Annexin V. (C) Messung 
später Apoptose in Anwesenheit von Apo 2.7. 
 
   
    3.5  Ergebnisse in primären Zellen eines Patienten 
    3.5.1   Patient 
Das Resistenzverhalten primärer AML Blasten wurde unter verschiedenen 
Bedingungen untersucht. Es wurde ein Patient ausgewählt, von dem aufgrund 
einer notwendigen Leukapherese des peripheren Blutes bei Diagnosestellung 
genügend Material zur Verfügung stand. Die mittels Ficoll-Trennung 
aufgereinigten mononukleären Zellen wurden eingefroren und für die jeweiligen 
Versuche vorsichtig aufgetaut. 
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Der Patient war zum Zeitpunkt der Probenentnahme und somit der Diagnose 
5,5 Jahre alt. Bei ihm wurde eine AML M5 mit einer Translokation t (10; 11) 
diagnostiziert. Bei einer Leukozytenzahl (WBC) von 238500/µl ergab die 
flowzytometrische Analyse einen Blastenanteil von 92 %. Im Northern Blot 
wurde zum Zeitpunkt der Diagnose eine relative MDR1-mRNA-Expression von 
65 % und eine relative COX-2-mRNA-Expression von 138 % gemessen. Die 
basale Pgp- Expression betrug 36 % und der Rho- 123 Efflux 28 %. 
 
    3.5.2  P- Glykoprotein Expression 
Den Blasten des Patienten wurden die gleichen Konzentrationen an Meloxicam 
zugegeben wie den HL-60 Zellen, um eine Verminderung des Pgp Effekts auch 
in Patientenblasten zu untersuchen. Nach 24 h wurde ADR zugegeben und    
72 h nach Zugabe des Zytostatikums einmal mit RPMI 1640 gewaschen und die 
Pgp Expression im Flowzytometer bestimmt. 
Ein signifikanter Anstieg der Pgp-Expression unter ADR konnte nicht festgestellt 
werden, allerdings war eine deutliche Abnahme unter Einfluß von Meloxicam zu 
beobachten. Unter ADR mit einer Konzentration von 0,01 µg/ ml war die 
Abnahme bis zu einer Meloxicamkonzentration bis 0,5 µM sogar dosisabhängig 
und bewegte sich zwischen 4 % und 81 %. Unter 0,05 µg/ ml ADR konnte 
ebenfalls eine verminderte Pgp-Expression festgestellt werden, jedoch war sie 
hier nicht dosisabhängig. Die Expression war hier im Vergleich zur Kontrolle 
zwischen 22% und 48% vermindert. Alleinige Applikation von Meloxicam 
verursachte in diesem Versuch ebenfalls einen Abfall der Pgp-Expression 
zwischen 31 % bis 50 %. 
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Abb. 24: Pgp - Expression in primären AML-Blasten eines ausgewählten Patienten unter ADR 
in Anwesenheit von Meloxicam. Dargestellt sind drei repräsentative Versuche.   
    3.5.3  Prostaglandin E2 – Freisetzung 
Um die PGE2 – Freisetzung, unter den schon bei den HL-60 Zellen 
angewandten Bedingungen zu untersuchen, wurden die AML- Blasten eines 
anderen Patienten mit ADR in den Konzentrationen  0,01 µg/ ml und 0,05 µg/ 
ml versetzt. Nach 72-stündiger Inkubation mit ADR wurde die PGE2 – 
Freisetzung im Überstand der Zellkultur gemessen. 
Bei dem Patienten wurde im Vergleich zur niedrigeren Konzentration von 0,01 
µg/ ml nach Inkubation mit 0,05 µg/ ml konzentriertem ADR 59 % weniger PGE2 
gemessen.  
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Abb. 25: Stimulation der Prostaglandin E2 - Freisetzung durch ADR in primären Blasten 
eines AML - Patienten. Die primären Blasten wurden 3 Tage mit ADR  inkubiert. Dargestellt 
sind die Mittelwerte von den Messergebnissen einer Doppelbestimmung pro Bedingung. Es 
wurde überprüft und ausgeschlossen, dass die Messwerte durch Interaktion der eingesetzten 
Substanzen mit den verwendeten Antikörpern beeinflusst wurden. Die Schwankung der 
Messwerte betrug maximal +/- 8.7 %. ( Dr. Schäfer ) 
 
Die durch ADR stark induzierte Pgp-Expression konnte durch Zugabe von 
niedrig konzentriertem Meloxicam vor Zugabe des Zytostatikums verringert 
werden. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurde unter ADR eine       
6,8-fach höhere PGE2 – Konzentration gemessen. In Anwesenheit von 
Meloxicam mit einer Konzentration von 0,01 µM war die PGE2 – Freisetzung um 
30 % und unter 0,1 µM Meloxicam um 42 % geringer. Bei 
Meloxicamkonzentrationen von 0,5 µM bzw. 1 µM war die PGE2 – Freisetzung 
stark erhöht. Dieses könnte in frei vorliegender nicht an Enzym gebundener 
Substanz begründet sein, die als Störgröße vorhanden war. 
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Abb. 26: Einfluß von Meloxicam auf die Prostaglandin E2 - Freisetzung in mit 
Doxorubicin behandelten primären Blasten eines AML - Patienten. ( Dr Schäfer ) 
 
   3.6  MTT – Assay in Patientenblasten 
 
Die Blasten des Patienten wurden zunächst allein mit dem COX-Inhibitor 
inkubiert um einen möglichen Effekt auf die Proliferation zu beurteilen. 
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        Abbildung 27 : Vergleich der verschiedenen Meloxicam Konzentrationen nach 48 h, 72 h und 
96 h. 
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48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.29 0.02 0.30 0.03 0.30 0.03 
0.01 µM 0.31 0.02 0.31 0.03 0.28 0.04 
0.1   µM 0.31 0.02 0.28 0.03 0.29 0.03 
0.5   µM 0.27 0.05 0.30 0.04 0.30 0.02 
1      µM 0.29 0.02 0.30 0.01 0.30 0.02 
 
     Tabelle 18 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h  
 
 
 
Insgesamt wurde keine oder sehr geringe Zellproliferation gemessen, die durch 
Meloxicam nicht negativ beeinflusst wurde.  
 
Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,2 p = 0,73 p = 0,61 p = 0,95 
72h p = 0,36 p = 0,22 p = 0,87 p = 0,94 
96h p = 0,3 p = 0,14 p = 0,25 p = 0,62 
 
 Tabelle 19: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
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    3.6.1  Applikation von ADR 
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        Abbildung 28 : Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration 
von 0,05 µg / ml allein und unter Einfluß von ADR ( Kontrollansätze ) mit einer Konzentration 
von 0,05 µg / ml und den vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen. 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.21 0.02 0.21 0.01 0.17 0.03 
0.01 µM 0.19 0.02 0.19 0.02 0.14 0.04 
0.1   µM 0.19 0.03 0.18 0.03 0.14 0.02 
0.5   µM 0.19 0.03 0.16 0.04 0.13 0.01 
1      µM 0.18 0.06 0.16 0.06 0.13 0.01 
 
     Tabelle 20 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h  
 
 
Die Vitalität der Zellen war nach zusätzlicher Applikation des COX- 2 Hemmers 
niedriger als die Kontrollansätze (n=8). Die beiden höchsten Konzentration 
(n=8) von Meloxicam zeigten den günstigsten Effekt. 
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Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,27 p = 0,53 p = 0,61 p = 0,95 
72h p = 0,34 p = 0,41 p = 0,41 p = 0,66 
96h p = 0,35 p = 0,52 p = 0,25 p = 0,75 
 
 Tabelle 21: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
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        Abbildung 29 : Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration 
von   0,1 µg / ml allein und unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration von 0,1 µg / ml und 
den vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen. 
 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.20 0.02 0.17 0.02 0.12 0.02 
0.01 µM 0.19 0.05 0.17 0.04 0.12 0.03 
0.1   µM 0.16 0.07 0.12 0.02 0.12 0.01 
0.5   µM 0.16 0.02 0.13 0.03 0.12 0.01 
1      µM 0.14 0.05 0.12 0.02 0.11 0.02 
 
     Tabelle 22 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h  
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Die Zellproliferation war unter zusätzlichem Einfluß von Meloxicam, bei 1 µM 
(n=8) nach 48h um 30% und nach 96h um etwa 10% geringer als die des 
Kontrollansatzes (n=8). 
Die Zugabe von Meloxicam scheint bei den Blasten des Patienten den 
zytostatischen Effekt von ADR zu verbessern. Ein geringerer P-Glykoprotein 
vermittelter Efflux könnte der Grund sein. 
 
Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,22 p = 0,21 p = 0,61 p = 0,66 
72h p = 0,36 p = 0,88 p = 0,57 p = 0,58 
96h p = 0,48 p = 0,52 p = 0,11 p = 0,96 
 
     Tabelle 23: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
 
 
 
 
    3.7  Primäre gesunde Leukozyten im MTT- Assay 
Die primären gesunden Leukozyten wurden mit einer Zellzahl von 
20.000/Vertiefung sofort verwendet. Zunächst wurde die Wirkung von 
Meloxicam auf die Zellproliferation untersucht. 
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   3.7.1  Ergebnisse nach Applikation von Meloxicam 
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         Abbildung 30 : Vergleich der verschiedenen Meloxicam Konzentrationen nach 48 h, 72 h und     
96 h. 
 
 
 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.21 0.05 0.21 0.04 0.21 0.04 
0.01 µM 0.23 0.05 0.22 0.05 0.21 0.04 
0.1   µM 0.22 0.05 0.21 0.04 0.21 0.05 
0.5   µM 0.21 0.04 0.22 0.05 0.22 0.04 
1      µM 0.19 0.04 0.21 0.04 0.21 0.04 
 
     Tabelle 24 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h  
 
 
 
 
 
Die Kontrollansätze (n=8) zeigten keine Proliferation. Interessanterweise schien 
Meloxicam in den Dosierungen 0,5 und 1 µM (n=8) das Zellwachstum in 
geringem Maß (5%) zu stimulieren. 
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Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,57 p = 0,73 p = 0,61 p = 0,95 
72h p = 0,14 p = 0,38 p = 0,67 p = 0,94 
96h p = 0,35 p = 0,52 p = 0,25 p = 0,8 
 
Tabelle 25: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
 
    3.7.2  Applikation von ADR und Meloxicam 
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        Abbildung 31 : Vergleich des Zellwachstums unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration 
von 0,1 µg / ml allein und unter Einfluß von ADR mit einer Konzentration von 0,1 µg / ml und 
den vier verschiedenen Meloxicam Konzentrationen. 
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48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.13 0.03 0.11 0.03 0.08 0.03 
0.01 µM 0.11 0.02 0.10 0.02 0.08 0.03 
0.1   µM 0.12 0.02 0.10 0.02 0.08 0.03 
0.5   µM 0.12 0.02 0.10 0.02 0.08 0.02 
1      µM 0.12 0.02 0.09 0.02 0.09 0.02 
       
      Tabelle 25 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
 
 
 
 
Insgesamt zeigten die Ansätze ohne Meloxicam und die Ansätze mit 
verschiedenen Meloxicamkonzentrationen ähnliche Ergebnisse in der 
Zellvitalität. 
Ein geringer zusätzlicher Effekt des COX-Inhibitors ,ca 10% weniger 
Zellvitalität, trat nach 48 und 72h auf. Nach 96h war allerdings die Proliferation 
unter zusätzlicher Inkubation mit 1µM Meloxicam am grössten. 
Eine P-Glykoprotein vermittelte Resistenz, modulierbar durch den COX-
Inhibitor, scheint bei gesunden Leukozyten keine Rolle zu spielen. 
 
Meloxicamkon-  
          zentration            
 
Inkubationsdauer 0-  0,01 µM            0,01 - 0,1µM  0,1 - 0,5 µM 0,5 - 1 µM 
48h p = 0,22 p = 0,73 p = 0,61 p = 0,95 
72h p = 0,12 p = 0,41 p = 0,69 p = 0,36 
96h p = 0,35 p = 0,22 p = 0,25 p = 0,89 
 
     Tabelle 26: P – Werte nach  t- Test für ungepaarte Stichproben ( n = 20 ) 
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    3.8  Periphere CD 34 positive Stammzellen im MTT- Assay 
Die Wirkung von Meloxicam auf die Stammzellen wurde zunächst in vier 
verschiedenen Konzentrationen des COX-2 Hemmstoffes untersucht.  
    3.8.1 Applikation von Meloxicam 
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            Abbildung 32 : Vergleich der verschiedenen Meloxicam Konzentrationen nach 48 h, 72 h  
         und  96 h. 
 
 
 
 
 
48 h 72 h 96 h       Inkubations- 
               dauer 
 
Meloxicamkonz. 
Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se Extinktion 
( x ) 
Se 
0     µM 0.04 0.00 0.05 0.01 0.06 0.02 
0.01 µM 0.05 0.01 0.05 0.00 0.06 0.01 
0.1   µM 0.05 0.01 0.05 0.00 0.05 0.01 
0.5   µM 0.06 0.01 0.05 0.01 0.07 0.01 
1      µM 0.05 0.01 0.04 0.01 0.08 0.03 
 
      Tabelle 27 : Mittlere Extinktionen im MTT-Assay und Standardabweichung nach 48h,72h u 96h 
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Die Zugabe von Meloxicam wirkte sich nicht negativ auf das Zellwachstum aus. 
Nach 48h war bei den Meloxicamkonzentrationen von 0,01 µM , 0,5 µM  und     
1 µM  ein Rückgang der Zellproliferation zu beobachten. Nach 96h fand bei 
allen Ansätzen mit zusätzlicher Meloxicamapplikation eine Zellproliferation statt. 
Interessanterweise war das Zellwachstum bei den Meloxicamkonzentrationen 
von 0,5 µM und 1 µM  mit 0,07 (±) 0,01 und 0,08 (±) 0,03 höher als bei den 
Kontrollansätzen ohne Meloxicamzugabe. 
 
    3.8.2  Applikation von ADR und Meloxicam 
 
Nach zusätzlicher Inkubation mit ADR war nach 48 h die Vitalität der Zellen so 
gering, dass anhand der niedrigen Messwerte keine verwertbaren Aussagen 
getroffen werden konnten. 
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4. Diskussion 
 
Die Multidrug-Resistance ist weiterhin ein relevantes Problem in der Therapie 
maligner Erkrankungen. Basierend auf Ergebnissen von Zieman et al. könnte die 
seletive Inhibition der COX-2 auch die Expression und Funktion von MDR-1 
modulieren. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden, nach Etablierung des 
Modellsystems, bei der AML die Wirkungen des selektiven COX2 Inhibitors 
Meloxicam untersucht. Es schlossen sich deskriptive und funktionelle Analysen zur 
Aufklärung des Wirkmechanismus und zur Abschätzung etwaiger Nebenwirkungen 
an.  
   4.1  In vitro – Chemosensitivitätsmessung 
   4.1.1  Aussagekraft von in vitro – Chemosensitivitätsmessungen 
Die in-vitro-Zytostatikaresistenzmessung ermöglicht die schnelle und 
reproduzierbare Analyse zytostatischer Effekte oder ihrer Modulation. Die 
Verfügbarkeit des Materials in Form von etablierten Zelllinien erlaubt die 
ausreichende Wiederholung der Versuchsansätze unter kontrollierten 
Bedingungen. Allerdings unterscheidet sich dieses Modell in vielen Punkten von 
der in vivo Situation.  
In vitro ist die Exposition der Tumorzellen gegenüber den aktiven Substanzen 
eine andere als in vivo. Dies ist bedingt durch die Dosierung, die 
Dosierungsintervalle und verschiedenen Applikationsweisen. Die Bindung an 
Plasmaproteine, die Plasmahalbwertzeit und andere Faktoren spielen ebenfalls 
eine Rolle. Der Stoffwechsel in der Zellkultur kann anders verlaufen, als die 
Metabolisierung im Organismus. Einige Substanzen müssen erst in der Leber 
zu den aktiven Metaboliten verstoffwechselt werden.  
Zusätzlich stellt eine bestimmte Zelllinie nur einen Subklon aus einem 
ursprünglich möglicherweise heterogenen Tumorgewebe dar. Die Zellkinetik ist 
in Kultur eine andere als im eigentlichen Tumorgewebe. Viele Zelllinien 
stammen außerdem von behandelten und deshalb oft therapieresistenten 
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Tumoren ab. Lokale Einflüsse wie Vaskularisierung, Tumor – Stroma 
Interaktionen und Gewebehypoxie lassen sich in vitro kaum simulieren. Eine 
Beeinflussung durch das Immunsystems des Körpers fehlt in vitro ebenfalls. 
Es ist folglich nicht gerechtfertigt, von Ergebnissen, die man bei in vitro 
Untersuchungen erhält, ohne weiteres auf die Wirksamkeit eines 
chemotherapeutischen oder modulierenden Reagenz in der klinischen 
Anwendung zu schließen.  
Die Chemosensitivitätsmessung ist eine geeignete Methode, um Anhaltspunkte 
zu bekommen, bei welchen Konzentrationen und welchen 
Dosierungsintervallen eine bestimmte Substanz bei einem gegebenen Tumor 
eine Wirkung zeigt. Es ist auf diese Weise möglich, zytotoxisch wirksame 
Substanzen zu selektionieren, die dann in darauf folgenden klinischen Studien 
erprobt werden können. Durch den Einsatz von 96- Lochplatten ist dieses 
Verfahren vollständig automatisierbar. Durch eine hohe Zahl an 
Versuchsansätzen lassen sich aussagekräftige Untersuchungen durchführen, 
die statistisch verwertbar sind. Der MTT-Assay ist eine sehr geeignete Methode 
um präklinische in vitro Untersuchungen durchzuführen.  
     
4.1.2 Das MTT–Assay als geeignete Methode zur in vitro-                  
Chemosensitivitätsmessung bei Blasten der AML  
Für die in vitro – Chemosensitvitätsmessung bei Blasten der ALL und der AML 
hat sich der MTT-Assay  als  Methode etabliert10  37. Gegenüber anderen 
Testverfahren, z.B. dem WST-1-Assay, lässt das MTT- Assay eine schnelle 
Durchführbarkeit und automatisierte Auswertbarkeit zu. Bei Zellen der Zelllinie 
HL-60 fand man bei einer verwendeten Zellzahl von 25.000/well über den 
gesamten Zeitraum von 96h Zellproliferation. Die Durchführung mit einer hohen 
Anzahl Versuchsansätzen (n=20) lieferte statistisch hochsignifikante 
Ergebnisse.   . 
Bei der Verwendung von primären Leukozyten, Patientenblasten und CD34 
positiven Stammzellen mußten im Vergleich zu Zellen der Zelllinie HL-60  
verhältnismäßig hohe Zellzahlen pro Well eingesetzt werden, um messbare 
Extinktionen zu erreichen 62. Da alle Versuche mit mindestens achtfachen 
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Ansätzen durchgeführt wurden, liessen auch diese Ergebnisse zumindest 
tendenzielle Aussagen zu. 
Als ergänzende Testmethode, die bei Erreichen der Grenzen photometrischer         
Messungen sensitivere Ergebnisse liefern könnte, wäre z.B. das WST-1-Assay 
anwendbar. In dem Test wird die Aktivität von mitochondrialen Dehydrogenasen, 
dem Succinat-Reduktase-Tetrazolium-System , über die Umsetzung des leicht 
rötlichen WST-Reagenz zu dunkelrotem Formazan gemessen. Die 
Farbveränderung, die mit einem ELISA-Reader gemessen werden kann, ist 
hierbei ein  Mass für den Anteil  metabolisch aktiver Zellmitochondrien. Das WST-
1-Assay kann somit einerseits benutzt werden,um die Zellproliferation als Antwort 
auf Stimulation mit z.B. Wachstumsfaktoren oder Zytokinen zu testen,andererseits 
auch als Nach-weismethode von Zelltod durch Gabe von z.B. 
apoptoseinduzierenden Substanzen oder Chemotherapeutika dienen. 
 
 
    4.2  MDR1 – und COX-2 – mRNA – Expression 
Im Modell der AML Zelllinie HL-60 konnte der inhibierende Effekt von 
Meloxicam gezeigt werden.  Ein Grund dafür könnte ein Einfluß auf die 
Transkription bzw. Translation von COX-2 sein. ENGELHARDT et al. zeigten 
1996 in vitro in Makrophagen, dass Meloxicam im Gegensatz zu anderen 
NSAIDs effektiver ist, wenn es bereits vor oder während der COX-2 - 
Induktionsphase statt nach der COX-2 - Induktion verabreicht wird. Dies ist ein 
Hinweis darauf, dass Meloxicam nicht nur die Enzymaktivität hemmt, sondern 
bereits die Induktion des Enzymsystems inhibieren kann 23.  
Sowohl in Zelllinien als auch in einigen Patientenproben lässt sich die 
Coexpression von MDR1 – und COX-2 – mRNA zeigen. Eine erhöhte MDR1 – 
Expression und Funktion ist ein bekannter negativ prognostischer Faktor für das 
Therapieergebnis bei AML – Patienten 64,73,86. Ebenso gilt eine hohe COX-2 – 
Expression als Risikofaktor für die Karzinogenese. In vielen Tumoren bzw. 
malignen Zellen findet sich eine erhöhte COX-2 – Expression 6,22,24. GILES et 
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al. zeigten eine signifikante Assoziation von erhöhter COX-2 – Expression in 
Knochenmarkszellen und kürzerer Überlebensdauer von Patienten mit 
Chronischer myeloischer Leukämie ( CML )  36. TNF-α, ein Zytokin mit 
Peptidstruktur und starker Induktor der COX-2 – Transkription steigert in vitro 
die Proliferation und Vitalität von leukämischen Lymphozyten 19. Es wurde bei 
der Chronischen lymphatischen Leukämie ( CLL ) in Patientenproben im 
Gegensatz zur gesunden Kontrolle vermehrt nachgewiesen, und die TNF-α – 
Konzentration korrelierte negativ mit der Überlebensdauer der Patienten 29. In 
Rattenhepatozyten wurde durch TNF-α eine starke MDR1b – Induktion 
nachgewiesen 40. 
 
4.3 Induktion von Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux  durch 
ADR      
               
Die bekannte Induktion der MDR-1 Expression durch Antrazykline konnte in den 
Untersuchungen der HL-60 Zelllinie anhand der PgP-Expression und des Rho-
123 Effluxes bestätigt werden 1,5,26,45,43,44,56,76,77,79,106. 
In den primären Blasten des Patienten war unter ADR eine derartige 
Hochregulation der Pgp – Expression nicht zu beobachten, allerdings kam es 
zu einer Steigerung des Rho 123 – Efflux im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle. 
 
    4.4  Inhibition der Pgp-Funktion durch Verapamil  
Die in HL-60 Zellen beobachtete Hemmung der Pgp – Funktion durch 
Verapamil ist vermutlich abhängig von einer vorhergehenden Induktion durch 
ein Anthracyclin, da in unbehandelten Zellen kein oder nur ein sehr geringer 
Verapamil – Effekt auftrat. Die primären Blasten des getesteten Patienten 
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wurden bei Diagnosestellung untersucht, so dass noch keine MDR1-Induktion 
durch ein Zytostatikum erfolgt war.  
Die Tatsache, dass Verapamil auch in Pgp – negativen Proben einen Effekt 
aufwies, könnte ein Hinweis auf andere Transportproteine sein, die durch 
Verapamil gehemmt werden, z.B. Multi-Drug-Resistance Proteine 1-5. 
Eine Hemmung von anderen Transportproteinen, wie das MRP1 durch 
Verapamil, wurde von BINASCHI  et al. und ABE et al. nachgewiesen2. Es 
handelte sich dabei um Pgp negative Proben. 
HERZOG et al 39 konnten in einer humanen Colonkarzinom-Zellinie und ihren 
resistenten Sublinien zeigen, dass Pgp-Inhibitoren wie Verapamil, aber auch 
Nifedipin oder Ciclosporin A sowohl MDR1-mRNA – und Pgp – Expression 
induzieren können. 
NORGAARD et al. 63 kommen zu dem Schluß, daß in vitro – Resistenz von 
leukämischen Zellen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung unabhängig von einer 
prognostischen Signifikanz bezüglich Kurz- und Langzeitergebnis bei der AML 
zu sein scheint. 
Um den Resistenzstatus zu bestimmen bzw. um bessere prognostische 
Aussagen bezüglich des Therapieansprechens zu treffen, ist es also 
möglicherweise sinnvoller, Patientenblasten bei Diagnosestellung in vitro unter 
Zytostatikaeinfluß zu untersuchen, um so die funktionelle Reaktionsfähigkeit zu 
bestimmen. 
 
    4.5  Induktion der Prostaglandin E2 – Freisetzung durch ADR 
Im Organismus kann es unter Anthracyclintherapie zur Bildung reaktiver 
Sauerstoffverbindungen wie Hydroxyradikalen oder Wasserstoffperoxid 
kommen. 
Die Cyclooxygenase ist ein System, dass durch diesen oxidativen Streß 
induziert wird. Zahlreiche Studien belegen, dass die COX–2 in vielen Tumoren 
überexprimiert wird und COX-2 – Produkte wie das PGE2 fördernd in die 
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Karzinogenese involviert sind 18,32,47,49,57,58,85,92. ZIEMANN et al. zeigten bereits, 
dass oxidativer Stress und die COX–2 eine Rolle bei der intrinsichen 
Überexpression der MDR1b - Isoform in Rattenhepatozyten spielen 101,103. 
Die Vermutung, dass es somit unter ADR zu einer Aktivierung des 
Arachidonsäurestoffwechsels kommen könnte, wurde sowohl im Fall der  
HL-60 – Zelllinie als auch bei den untersuchten primären Blasten bestätigt. Die 
PGE2 – Freisetzung als Maß für die COX-2 – Enzymaktivität stieg jeweils um 
ein Vielfaches an. 
 
    4.6  Funktioneller Zusammenhang zwischen Pgp und COX-2 
    4.6.1 Ausprägung des MDR  Phänotyps in  Tumorgeweben                                                                                                                  
Die Ausprägung des Multi Drug Resistance Phänotyps spielt auch  in der 
Behandlung und Prognose von Brustkrebs eine entscheidende prognostische 
Rolle. 
Ratnasinghe et al. untersuchten, ob die induzierbare Form der COX (COX-2) 
mit dem Multi Drug Resistance Phänotyp bei Brustkrebs in Zusammenhang 
steht 70. Von 21 Gewebeproben exprimierten 12 (57 %) das auf dem MDR – 1 
Gen kodierte P – Glykoprotein. Alle Gewebeproben, auf denen das COX – 2 
Gen  exprimiert war, exprimierten auch das MDR-1  Gen. 
Bei zwei MDR-1 positiven Brustkrebszelllinien ließ sich keine erhöhte COX – 2 
mRNA nachweisen. Allerdings war die COX – 2 Proteinexpression erhöht. Die 
Expression der Protein Kinase C lag 40 % höher im Vergleich zu Wild Typ 
Zellen. 
Die Protein Kinase C induziert sowohl die Expression von COX – 2 und kann 
den MDR-1 vermittelteten Multi Drug Efflux steigern. 
Es wurde die Hypothese aufgestellt, daß Prostaglandine die Protein Kinase C 
und die Expression des Transkiptionsfaktors c – Jun induzieren. Letztgenannter 
seinerseits induziert die Expression von P – Glykoprotein vom Typ MDR-1. 
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Studienergebnisse mit  Zelllinien des humanen hepatozellulären Karzinoms  
zeigten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen dem MDR-1 Gen und einer 
erhöhten Expression der induzierbaren COX – 2 Isoform 25. 
Fantappie et al untersuchten den Zusammenhang zwischen einer erhöhten 
Prostaglandin- und Stickstoffmonoxid (NO) Produktion und deren Einfluß auf 
die Angiogenese 25. 
In MDR-1 positiven Zellen wurde eine Hochregulation der induzierbaren       
COX–2 und der induzierbaren NO Synthase (iNOS) gefunden. Die 
Prostaglandinsynthese in MDR-1 positiven Zellen stieg nach zusätzlicher 
Applikation von Arachidonsäure an. Die Applikation eines COX – 2 selektiven 
Hemmstoffes konnte diesen Effekt verhindern und die Expression von COX – 2 
mRNA nahm unter Einfluß des COX–2 Hemmers ebenfalls ab25 . 
    4.6.2  Pgp – Expression und – Transportaktivität 
Die Vorinkubation von HL-60 Zellen mit dem COX-2 – präferentiellen Inhibitor 
Meloxicam hatte eine dosisabhängige Abschwächung der Hochregulation der 
Pgp – Expression und des Rho 123 – Efflux unter Anthracyclinen zur Folge. 
Dies könnte darin begründet sein, daß eine COX-2 – Induktion und somit eine 
COX-2 – Produkt – vermittelte MDR-1-Induktion vermindert ist. Zudem zeigte 
Meloxicam allein keine Wirkung auf Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux, 
was ebenfalls für einen mittelbaren Einfluß im Zusammenhang mit Anthracyclin 
– Exposition spricht. 
Auch in den primären Blasten des Patienten konnte oben beschriebener Effekt 
nachgewiesen werden, allerdings war dieser nicht so ausgeprägt wie in der 
Zelllinie. Sowohl Pgp – Expression als auch Rho 123 – Efflux waren unter  
Meloxicam / ADR geringer als nur unter ADR.  
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4.6.3 Steigerung der Effektivität von ADR und Cytarabin durch    
Meloxicam 
 
Die Ergebnisse der MTT – Assays von SHEP, HL-60 und primären Blasten 
zeigten deutlich, dass sich die Abschwächung der Resistenzausprägung mittels 
Verminderung der Hochregulation von Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux 
durch Vorinkubation mit Meloxicam günstig auf die Effektivität des 
Zytostatikums ADR auswirkt. Die effektive Dosis von ADR, bei der es nach 24-, 
48- bzw. 72-stündiger zu einer 50%-igen Verringerung der Zellvitalität kommt, 
war sowohl bei SHEP als auch in HL-60 und in primären Blasten durch 
Meloxicam dosisabhängig vermindert. Das heißt, man würde zum Erreichen 
desselben zytotoxischen Effektes erheblich weniger ADR benötigen. 
Es gibt verschiedene Faktoren, welche die intrazelluläre Konzentration von 
triphosphorylisiertem Cytarabin in leukämischen Blasten reduzieren. 
Triphosphorylisiertes Cytarabin ist die aktive Form von Cytarabin. 
 
Norgaard et al. untersuchten leukämische Blasten von 123 AML Patienten auf 
die Expression von verschiedenen Resistenzmechanismen. Darunter wurde 
das MDR1 Gen in 16 % der Patienten festgestellt 62. Eine Korrelation zwischen 
MDR-1 und der Expression der Topoisomerase II, die in vielen Cytarabin 
resistenten Zelllinien erniedrigt ist, konnte nicht festgestellt werden.  
Norgaard et al fanden keinen Zusammenhang zwischen einer erhöhten 
Expression von MDR–1 und einer vermehrten Resistenz gegen Cytarabin 62. 
Im MTT Assay war die Vitalität der HL-60 Zellen nach Inkubation mit 0,000025 
µM Cytarabin und 10 µM Meloxicam nach 24 und 96 h etwa 20 % geringer als 
die Inkubation ohne zusätzliche Meloxicamgabe. Eine Rolle von Cytarabin als 
Substrat von P- Glykoprotein könnte die Ursache sein. Insgesamt scheint die 
Affinität zum MDR-1 vermittelten Transport im Vergleich zu ADR nicht so 
ausgeprägt. 
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Viele COX – Inhibitoren können in bestimmter Konzentration den Prozess der 
Apoptose induzieren. Dies sind Substanzen wie Indomethacin, Meloxicam, 
Celecoxib, Rofecoxib, Sulindac, NS398 und Nimesulid 4,7,21,33,51,95,100. 
Dieser möglicherweise zur MDR-Verminderung additive Effekt konnte durch das 
Apoptoseassay in HL-60 – Zellen ausgeschlossen werden. Meloxicam hatte in 
keiner der verwandten Konzentrationen Apoptose-auslösende Wirkung, was für 
eine allein regulative, mittelbare Einflußnahme im Bezug auf MDR1 spricht. 
   4.6.4  MTT – Assays mit Einsatz von HL –60 Zellen 
Die MTT-Assays mit Einsatz von HL – 60 Zellen nach Applikation des 
Anthracyclins ADR und dem COX–2 präferentiellen Hemmstoff Meloxicam 
zeigten einen signifikanten bis hoch signifikanten Einfluß von Meloxicam.  
Ein quantifizierbarer negativer Einfluß des COX–2 Inhibitors  auf das 
Zellwachstum konnte nicht beobachtet werden. Der zytotoxische Effekt des 
Anthracyclins ADR stieg bei zusätzlicher Applikation von Meloxicam 
dosisabhängig an.  
 
Da Anthracycline durch das auf dem MDR1 Gen kodierte P – Glykoprotein 
transportiert werden, könnte eine Modulation der Multi Drug Resistance durch 
Meloxicam der Grund für einen verminderten Efflux von ADR sein. 
Die Zytotoxizität des Antimetaboliten Cytarabin stieg, trotz vermuteten 
Transport durch P-Glykoprotein, bei zusätzlicher Gabe von Meloxicam im MTT 
–  Assay nicht in dem Maße von ADR an. 
Die Rolle anderer am Efflux involvierten Transportmechanismen könnte eine 
mögliche Ursache des verminderten Effektes von Meloxicam unter zusätzlicher 
Cytarabininkubation gewesen sein. 
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4.6.5  Antagonisierung des Effektes von Meloxicam durch  
              Prostaglandin E2  
Vorversuche haben ergeben, dass der wirkungsverstärkende Effekt von 
Meloxicam auf die Zytotoxizität von ADR in HL-60 – Zellen  sich teilweise durch 
die gleichzeitige Gabe von COX – Inhibitor und dem COX – Produkt PGE2  24 h 
vor der Gabe von ADR aufheben ließ. Das war besonders bei niedrigeren 
Meloxicam – Konzentrationen der Fall und spricht ebenfalls für eine COX – 
Abhängigkeit des wirkungsverstärkenden Effektes und für eine Rolle von PGE2 
als Modulator von COX-2 / MDR1. 
    4.6.6   PGE2 – abhängige Signaltransduktionswege 
ZIEMANN et al konnten an primären Rattenhepatozyten zeigen, dass eine 
Cyclooxygenase-2 abhängige PGE2 –Freisetzung zur intrinsischen MDR1-b 
Überexpression beiträgt, die durch COX-2 selektive Inhibitoren gehemmt 
werden kann. Es wurde untersucht, über welche Signaltransduktionswege eine 
PGE2 – abhängige Regulation der MDR1b- Expression erfolgt 102. 
Die Vermittlung von PGE2  Effekten erfolgt über sogenannte EP- Rezeptoren 
vom Typ 1-4. Während der EP2-Rezeptor in den meisten Geweben recht 
schwach oder gar nicht exprimiert wird, scheint der EP4-Rezeptor ubiquitär 
exprimiert zu werden, wodurch er für vorliegende Fragestellung größere 
Bedeutung hat. Die These einer Rolle von EP4 bei der MDR1b – Regulation 
wurde durch die Tatsache gestützt, dass eine Blockade des EP4-Rezeptors 
durch den Antagonist AH23848B die intrinsische MDR1b Überexpression 
primärer Rattenhepatozyten hemmte.  
Eine Regulation von humanem MDR1 durch PGE2 könnte also über den EP4 – 
Rezeptor vermittelt werden. 
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    4.7  Toxizität und Nebenwirkung der Hemmung der COX – 2  
 
Im MTT – Assay wurde ein möglicher toxischer Einfluss von COX – 2 selektiven 
Hemmstoffen, in Kombination mit einer Chemotherapie, auf gesunde primäre 
Leukozyten und CD34 positive Stammzellen untersucht. 
 
   4.7.1  Effekte auf primäre Leukozyten 
Die Applikation des COX–2 selektiven Hemmstoffes Meloxicam hatte in den im 
MTT-Assay verwendeten Konzentrationen keinen toxischen oder Apoptose 
induzierenden Effekt auf die eingesetzten primären Leukozyten. 
Bei gleichzeitiger Applikation von ADR und Meloxicam zeigte sich kein 
Unterschied in der Vitalität der Zellen im Vergleich zur alleinigen ADR 
Applikation. 
Die Verminderung eines Effluxes von ADR durch Hemmung der COX–2 konnte 
nicht festgestellt werden. Ein erhöhter Multi Drug Efflux, z.B. vermittelt durch P 
– Glykoprotein, wurde bei den primären gesunden Leukozyten nicht festgestellt.  
 
Primäre gesunde Leukozyten sind nicht das Ziel einer Chemotherapie. Die 
Ergebnisse im MTT-Assay machen deutlich, dass die Hemmung der COX-2 in 
primären Leukozyten wie erwartet keinen negativen Effekt hat. Vermutlich 
werden in primären Leukozyten keine MDR-1 abhängigen Enzymsysteme 
induziert. 
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   4.7.2  Effekte auf CD34 positive Stammzellen 
 
Eine erhöhte Toxizität auf CD34 positive hämatologische Stammzellen, durch 
zusätzliche Applikation von COX – 2 selektiven Hemmstoffen wäre für Kinder 
während einer chemotherapeutischen Behandlung der AML nicht 
wünschenswert. 
Die Applikation von Meloxicam hatte in den im MTT Assay verwendeten 
Konzentrationen keinen toxischen oder Apoptose-induzierenden Effekt auf die 
CD34 positiven Stammzellen. Bei Applikation von ADR und Meloxicam 
zusammen zeigten sich im Vergleich zur alleinigen ADR Applikation keine 
Unterschiede in der Vitalität der Zellen. 
Die Ergebnisse im MTT-Assay machen deutlich, dass die Hemmung der COX-2 
in CD34 positiven Stammzellen wie erwartet keinen negativen Effekt hat. 
Vermutlich werden in CD34 positiven Stammzellen keine MDR-1 abhängigen 
Enzymsysteme induziert, somit besteht eine selektivere Wirkung von ADR auf 
maligne Zellen durch Meloxikam. 
 
 
 
4.7.3 Einfluß von COX-2 Hemmstoffen auf die Kardiotoxizität von          
              Anthracyclinen 
   ADR ist als ein Anthracyclin eine chemotherapeutisch sehr effektive Substanz die 
in der Behandlung von Tumoren eine breite Anwendung findet. Allerdings ist die 
klinische Anwendung von ADR durch eine dosisabhängige Kardiotoxizität 
begrenzt. Durch den Abbau von ADR entstehen als Metaboliten freie Radikale,  
die in  Kardiomyozyten  Apoptose induzieren 78.  
Ein möglicher protektiver Einfluß der Expression von COX–2 auf 
Kardiomyozyten wurde von Dowd et al gefunden20. Der Einsatz von ADR 
induzierte in neonatalen Rattenkardiomyozyten  eine erhöhte Expression von 
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COX–2. Die erhöhte Expression der COX–2 hatte eine erhöhte Synthese von 
Prostaglandinen zur Folge. Bei zusätzlicher Applikation eines COX–2 
selektiven Hemmstoffes stieg die Schädigung der Kardiomyozyten weiter an; 
meßbar als ein Anstieg von Troponin T und der Lactat Dehydrogenase.  
Die Hemmung der COX – 1, die in Kardiomyozyten konstant exprimiert wird, 
durch einen selektiven COX – 1 Hemmer, hatte  nur einen sehr geringen 
Einfluß auf die Prostaglandinsynthese. 
Einer durch COX – 2 Blockade möglicherweise erhöhten Toxzität von 
Anthracyclinen, könnte die zusätzliche Gabe eines Prostazyklinanalogons 
entgegenwirken.  
    
 
    4.7.4  Kardiotoxizität COX-2 selektiver Hemmstoffe 
 
Nach der  Rücknahme des COX-2-Inhibitors Rofecoxib  durch den amerikanischen 
Hersteller stellte sich die Frage nach einem kardiotoxischen Klasseneffekt der 
Coxibe.  
Hinweise auf eine kardiotoxische Wirkung von Rofecoxib wurden bereits von 
Bombardier et al im Rahmen  der VIGOR-Studie beschrieben 3. Dort war es zu 
einem vierfachen Anstieg der Rate an myokardialen Ischämien im Vergleich zu 
Naproxen gekommen. Der Hersteller hatte dies damals auf eine "signifikante 
antithrombotische" Wirkung der Vergleichssubstanz Naproxen zurückgeführt. 
In drei placebokontrollierten Studien wird zur Zeit untersucht, ob Celecoxib die 
Entstehung von Darmpolypen verhindern kann oder bei Morbus Alzheimer 
wirksam ist. Es soll retrospektiv das kardiovaskuläre Sicherheitsprofil von 
Celecoxib mitbeurteilt werden82.  
In einer langfristigen prospektiven Studie, einer retrospektiven Übersicht über     
54.000 Anwender war Celecoxib, im Gegensatz zu Rofecoxib, nicht mit einer 
erhöhten Rate von Herzinfarkten assoziiert 82. Bei der Publikation in Circulation 
handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Studie an Patienten über 65 Jahren. Die 
Ergebnisse von Farkouh et al. im Rahmen der  TARGET-Studie mit mehr als 
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18.000 Teilnehmern war die größte bisher zu Coxiben durchgeführte Studie28. Hier 
war es unter der Therapie mit Lumiracoxib nicht zu einer Erhöhung der kardialen 
Ereignisse gekommen. Allerdings waren Patienten mit einem kardialen  
Risikoprofil von der Studienteilnahme ausgeschlossen.  
 
Meloxicam, das zur Substanzgruppe der Oxicame zählt, unterscheidet sich 
strukturell von anderen COX-2 Hemmern, z.B. den Coxiben, indem es ein 
grösseres Maß an Flexibilität an der Spitze des COX-2 Kanals aufweist. Dies 
könnte das Fehlen kardiovaskulärer unerwünschter Effekte erklären 97. 
Ergebnisse einer Meta- Analyse aus 48 klinischen Studien an ca 118000 
Patienten die mit Meloxicam behandelt wurden, zeigten für den COX-2 Hemmer 
keine Hinweise für ein erhöhtes kardiovaskuläres Toxizitätsrisiko97. Zeidler et al. 
beobachteten 13 000 Patienten in einer grossen prospektiven Kohorten- 
Anwendungsbeobachtung, unter ihnen eine hohe Anzahl von kardiovaskulären 
Risikopatienten. Neben dem gewünschten Behandlungserfolg zeigte sich eine 
gute kardiovaskuläre Verträglichkeit97.  
 
 
4.7.5  Toxizität durch Modulation der MDR1 vermittelten                                                                                                                                                                               
Transportaktivität in der Blut – Hirn – Schranke  
    In der Blut-Hirn- Schranke   lokalisierte   P-Glykoproteine vermitteln  Schutz  vor   
    strukturell verschiedenen Xenobiotika75. 
Schinkel et al. zeigten in Experimenten mit Knock Out Mäusen, denen 
wahlweise eines oder beide auf dem MDR1 Gen exprimierten Pgp fehlten, dass 
die Hauptfunktion dieser Proteine die Vermittlung eines Schutzes gegen viele 
toxische Xenobiotika ist , die der Organismus in der Natur potentiell ausgesetzt 
werden könnte. Desweiteren vermitteln P – Glykoproteine eine Verminderung 
der Aufnahme von toxischen Substanzen aus dem Gastro – Intestinaltrakt, 
fördern die Exkretion von toxischen Substanzen über die Leber, das Intestinum 
oder die Nieren74.  
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Eine Chemotherapie setzt die verschiedenen Gewebe über den Blutstrom einer 
hohen Menge an toxischen Substanzen aus. Eine erhöhte Toxizität von 
Substraten des P – Glykoprotein vermittelten Transportes (z.B. Anthracycline) 
auf das zentrale Nervensystem könnte gegen einen klinischen Einsatz von   
COX–2 präferentiellen Hemmstoffen in der Behandlung der AML sprechen. 
 
 
4.8  Überwindung Pgp vermittelter  Resistenzmechanismen 
Die pharmakologische Inhibition von Pgp repräsentiert nur den ersten Schritt 
therapeutischer Strategien Pgp vermittelter MDR zu begegnen. 
Immuntherapeutische Verfahren nutzen von Pgp abgeleitete synthetisch 
hergestellte Peptide. Diese vermitteln im Tiermodell eine serologische Antwort, 
die nicht Pgp spezifisch ist, aber die Transportaktivität des Glykoproteins für 
Zytostatika einschränkt 68.  
Die Regulation der Expression des MDR-1 Gens ist mit der Regulation des 
Wilm´s Tumor Suppressor Gens (WT-1) gekoppelt. Galimberti et al. untersuchten 
die Coexpression von WT-1 und MDR-1 Genen in Blasten der AML. Die 
Auswirkung einer spezifischen Immunantwort auf ein hochreguliertes WT-1 Gen, 
könnte sich auf die MDR-1 Expression übertragen34. 
Neuere Substanzen zielen auf die transkiptionelle Regulation des MDR-1 Gens  
und damit zusammenhängenden Stressantwort Genen. Das verbindet die Vorteile 
von intrinsischer Zytoxizität mit der Suppression von Genen über den NF-Y 
Transkiptionsfaktor. Dieser Transkiptionsfaktor reguliert neben MDR1 auch 
HOXB4 und Telomerase Gene, die die Reifung und das Potential zur Replikation 
von hämatopoetischen Zellen beeinflussen 99,98. Dieser Transkiptionsfaktor 
begünstigt die Replikation von Adenoviren. Replikationsdefekte onkolytische 
Adenoviren könnten selektiv MDR-1 Gen exprimierende AML Blasten zerstören 
41
. 
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  4.9 Schlussfolgerung und Ausblick 
Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition des Enzymsystems COX-2 in    
Blasten der AML möglich ist. Über den Wirkmechanismus der          
Prostaglandinsynthese konnte die Multi Drug Resistance moduliert werden. Es 
gab dabei keine Hinweise auf einen negativen Effekt bei Leukozyten und CD34      
positiven Stammzellen. 
Erforderlich ist eine weitere Aufklärung der Wirkmechanismen zur     
Entwicklung besserer Substanzen. Die Effizienz bei primären Zellen muss 
überprüft werden. Perspektivisch könnten dann klinische Studien folgen.  
          
 
 
 
 
 
5.  Zusammenfassung    __       _______ ______________        ___________105 
 
5. Zusammenfassung 
Die Ausprägung des Multidrug Resistance Phänotyp (MDR) ist ein wesentliches 
Problem bei der Behandlung der akuten myeloischen Leukämie (AML) im 
Kindesalter. Das auf dem MDR1 kodierte P-Glykoprotein (Pgp), ein 
transmembranöser Transporter verhindert die Akkumulation von Zytostatika wie 
dem Anthracyclin Doxorubicin. Doxorubicin (ADR) kann MDR induzieren und wird 
von Pgp aus der Zelle transportiert. Bei zunehmender Pgp Expression verliert es 
an zytostatischer Effektivität. ADR stellt in der Behandlung der AML im 
Kindesalter ein wichtiges Medikament dar. 
Bei Entzündungen und vielen malignen Tumoren wird die Cyclooxygenase-2 
(COX-2) Expression reaktiv induziert. Ein Zusammenhang zwischen der 
Expression von COX-2, MDR1b ( MDR-Gen bei Nagetieren ) konnte in primären 
Rattenhepatozyten nachgewiesen werden. Die vermehrte Pgp Funktion wurde als 
Rhodamin 123 – Efflux nachgewiesen, der durch COX-2 abhängige Produkte 
Prostaglandin E2 (PGE2) und PGE2α vermittelt wurde. 
Die vorliegende Arbeit sollte darüber Aufschluß geben, ob der COX-2 Inhibitor 
Meloxicam einen Einfluß auf die MDR in humanen AML Blasten hat. Als 
Patientenblasten dienten HL-60 Zellen, mittels Northern Blot und durch 
durchflusszytometrische Messung wurde die MDR1- und COX-2-mRNA-
Expression und der Rhodamin-123 Efflux bestimmt. Im MTT Assay wurde die 
Effektivität der Zytostatika gemessen. MDR1- und COX-2-mRNA Coexpression 
wurde in HL-60 Zellen, sowie in der Patientenprobe nachgewiesen.Nach Zugabe 
von Meloxicam nahm deren Expression dosisabhängig ab, MDR um maximal 
19%, COX-2 maximal um 41%. 
Die starke Induktion von Pgp durch ADR konnte in HL-60 Zellen dosisabhängig 
durch Verapamil vermindert werden. Die COX-2 wurde durch ADR ebenfalls stark 
induziert, gemessen an einer gesteigerten PGE2 Freisetzung. Durch 24-stündige 
Vorinkubation mit Meloxicam in fünf verschiedenen Konzentrationen konnte die 
Induktion durch ADR bei der Pgp Expression um maximal 26%, bei dem Efflux 
um maximal 74% signifikant gesenkt werden. 
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In den durchgeführten MTT Assays konnte gezeigt werden, dass durch eine  
Vorinkubation mit Meloxicam die Effektivität von ADR deutlich verbessert werden 
konnte, und zwar bis zu 76%. 
Die alleinige Meloxicamzugabe zeigte in allen verwendeten Konzentrationen  
keinen apoptoseauslösenden Effekt. Für andere nichtsteroidale Antiphlogistika ist 
ein solcher Effekt in bestimmten Konzentrationen beschrieben. In gesunden 
Monozyten und Lymphozyten bzw. gesunden CD34+ Stammzellen zeigte 
Meloxicam keinen modulierenden Effekt. 
Bei der AML im Kindesalter scheint es offensichtlich einen Zusammenhang 
zwischen MDR1 und COX-2 zu geben. COX-2 Hemmstoffe sind Pharmaka, die 
bereits für bestimmte Indikationen in der Therapie maligner Erkrankungen 
verfügbar sind, darunter Mechanismen wie Apoptosehemmung, Angiogenese, 
verstärkte Invasivität und Immunsuppression. 
Der Einsatz von MDR-Modulatoren, bisher mit erheblichen Nebenwirkungen 
verbunden, brachte bisher nicht den gewünschten Erfolg. Immuntherapeutische 
Verfahren zur Überwindung der Multidrug Resistance stehen noch nicht zur 
Verfügung. COX-2 Hemmstoffe könnten schon in geringen Dosen eine 
zusätzliche Möglichkeit in der Behandlung der AML bei Kindern darstellen, mit 
guter Steuerbarkeit und vergleichbar geringen Nebenwirkungen.   
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7.  Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
 
Abb.  Abbildung 
ABC  "ATP-binding-cassette" 
ADR  Adriblastin  
AML  Akute myeloische Leukämie 
ATP  Adenosin-5`-triphosphat 
bidest.  bidestillata 
BSA  Rinderserumalbumin 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  Circa 
cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 
CD  Cluster of Differentiation 
COX  Cyclooxygenase 
CR  Complete Remission 
 
CRE  cAMP Response Element 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonucleinsäure 
ED   Effektive Dosis 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EIA  Enzyme Immuno Assay 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
FAB  French American British 
FACS  Fluorescense Activated Cell Sorting 
FCS  Fetales Kälberserum 
g  Erdbeschleunigung 
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GTC  Guanidiniumthiocyanat 
HWZ  Halbwertzeit 
Ig  Immunglobulin 
IL  Interleukin 
kb  kilo Basen 
kDa  kilo Dalton 
LPS  Lipopolysaccharid 
MBD  membran-bindende Domäne 
MDR  Multidrug Resistance 
moAB  monoklonaler Antikörper 
MOPS  4-Morpholinopropansulfonsäure 
mRNA  messenger RNA 
MRP  Multidrug Resistance Related Protein 
MTT  (3-([4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dimethyltetrazoliumbromid)) 
NO  Stickstoffmonoxid 
NSAID  Non-steroidal antiinflammatory drug 
OD  Optische Dichte 
p  Signifikanzniveau 
PBS  phosphatgepufferte Salzlösung 
Pgp  P- Glykoprotein 
Rho 123  Rhodamin 123 
RNA  Ribonucleinsäure 
RNAse  Ribonuklease 
rpm  rounds per minute 
RPMI 1640 RosVertiefung Park Memorial Institute Medium 1640 
rRNA  ribosomale RNA 
s.a.  siehe auch 
SD  Standardabweichung 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
Se  Standardfehler 
SSC  Standard-Natrium-Citrat-Puffer 
Tab.  Tabelle 
TNF α  Tumornekrosefaktor α 
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u.U.  unter Umständen 
UV  Ultraviolett 
z.B.  zum Beispiel 
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